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ANTIG&NES DE PLASMODIUM FALCIPARUM ET LEURS 
APPLICATIONS VACCINALES ET DIAGNOSTIQUES 

CONTEXTE DE ^INVENTION 
5 a) Domaine de Invention 

La presente invention se rapporte d de nouveaux antig&nes de 
Plasmodium falciparum et a leurs applications vaccinates et diagnostiques. Plus 
particulterement, la presente invention vise des molecules polynucteotidiques et 
polypeptidiques immunog£niques, des compositions les comprenant, et des 
10 methodes de diagnostic et de vaccination du paludisme. 

b) Breve description de Tart anterieur 

Le paludisme est une maladie provoquSe par Nnfection de parasites 
protozoaires appartenant aux apicomplexes de I'espece Plasmodium et transmis 

15 par les femelles des moustiques du genre Anopheles. Malgr6 le fait que TOMS a 
classe, depuis 1998 t le paludisme parmi les trois maladies infectieuses d'int6r§t 
majeur pour la sante publique mondiale au meme rang que la tuberculose et le 
SIDA, il n'existe pas encore de vaccin efficace contre cette maladie. 
Des 6tudes pr6cedentes ont conduit a la mise en Evidence de polypeptides 

20 antig6niques du stade pr£-6rythrocytaire de la maladie, notamment les 
polypeptides SALSA (pour SporozoTte Liver Stage Antigen) d6crits dans EP A- 
0407230, le LSA 1 (pour Liver Stage Antigen) d6crit dans WO 92/13884 et LSA-3 
d§crit dans FR 2,735,478. 

La pr6sente invention est relative d de nouvelles motecules 

25 polynucteotidiques et polypeptidiques specifiques des stades pr§-6rythrocytaires 
et d leurs utilisations £ titre de principe actif de vaccin anti-palustre ou dans des 
m6thodes de diagnostics de la maladie. 

RESUME DE ^INVENTION 

30 La Demanderesse a identifie une s6rie de 120 fragments d'ADN 

genomique codant pour des proteines exprim6es aux stades pre-erythrocytaires, 
c'est-S-dire au stade sporozoite et/ou au stade h6patique. La caract6risation 
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initiate de cette serie de clones a conduit a identifier l'antig£ne LSA-1, puis 
SALSA, puis STARP, puis LSA-3. Des travaux plus recents portant sur 10 
fragments de la m§me banque de clones codant pour des stades pre- 
6rythrocytaires a permis de fournir des precisions concernant 8 d'entre eux, 3 se 
5 sont averts etre des g£nes deja connus comme 6tant exprimes au stade 
6rythrocytaire et les 5 autres comme des genes nouveaux non decrits £ ce jour, 
et dont Pexpression aux stades pr£-£rythrocytaires a pu etre confirmee. 

Par ailleurs, les travaux realises en utilisant les cellules de volontaires 
prot£g£s par sporozoi'tes irradies, celles de chimpanz6s prot£g£s par la mSme 
10 methode et celles de chimpanz£s comme dAotus trivirgatus, prot6g£s par 
immunisation par I'antigene LSA-3 ont conduit £ caracteriser les reponses 
cellulaires a fort taux de s6cr6tion d'interferon-y, g6neralement assoctes avec une 
faible production d'anticorps, comme 6tant associees avec I'etat de protection, et 
vice-versa. 

15 Parmi les nouveaux genes pre-erythrocytaires studies, deux d'entre eux, 

denomm6s DG747 et DG772 poss6dent plusieurs proprietes remarquables : ils 
g6n£rent des reponses cellulaires d taux 6lev6 d'lnterferon-y , detectees par 
ELISPOT chez des volontaires proteges par sporozoTtes irradi6s, qui sont 
retrouv£s egalement pour plusieurs regions de I'antigdne LSA-3 mais qui sont 

20 absentes pour 4 regions de I'antigene LSA-1, deux de SALSA, deux de STARP 
et deux de la "CircumSporozoTte protein". Ces deux m§mes clones sont positifs 
egalement dans les m§mes tests chez les chimpanz6s proteges par des 
sporozoTtes irradi£s. Le profil de r£ponse diff6rentielle entre les chimpanz£s 
proteges et celles de chimpanzes ayant regu des sporozoites irradies a trop forte 

25 dose, et non proteges, est identique & celui enregistr£ avec la molecule LSA-3 
qui est capable d'induire une protection. Ce profil de reponse correspond, d'apr£s 
les travaux realises chez le rongeur, a la capacite d'induire un recrutement 
cellulaire sp6cifique au niveau intra-h6patique. La sequence complete des deux 
g6nes a ete identifiee. Les proteines correspondantes ont une antigenicite 6lev§e 

30 chez les individus exposes au parasite en zone d'end£mie (reaction chez 80% 
des adultes de zone d'endemie). Leur localisation en surface du sporozoite et 
leur production au cours de la maturation intra-hepatique du parasite a £te 
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confirmee par diverses methodes biologiques. Leur immunog6nicite chez 1'animal 
sous forme de proteines recombinantes, ou sous forme de plasmides 
(immunisation genetique) a ete d6montree. Ces caracteristiques en font des 
candidats importants qui demandent a etre I'objet d'etudes comptementaires, en 
5 particulier d'immunisation et de challenge chez le primate sup£rieur pour obtenir 
des formulations vaccinates nouvelles, seules ou assoctees d I'antig6ne LSA-3. 

BR^VE DESCRIPTION DES DESSINS 



10 Les Figures 1A, 1B, 1C et 1D montre la liste des sequences 

nucl6otidiques (SEQ ID NOs: 1 et 2) et en acides amin6 (SEQ ID NOs: 3 
et4) de DG747 et DG772. 

La Figure 1E montre des sequences r6p6t§es d6g6n§r§s caracteristiques 
du clone DG747. 

15 La Figure 2A montre la sequence du g6ne codant pour DG747. 

La Figure 2B montre la sequence du gene codant pour DG772. 

La Figure 3.1 est une representation sch&matique des proteines 

correspondantes au DG747 et DG772. 

La Figure 3.2 montre des IFATs des stades sporozoTtes et sanguins de 
20 P. falciparum et des sporozoTtes de P. yoelii avec les anticorps anti-DG747 

ou anti-DG772. 

La Figure 3.3 montre des Western blots de P. falciparum, P. yoelii et de 
P. berghei utilisant des anticorps anti-His 6 -747 (a) et anti-His 6 -772 (b). 
La Figure 3.4 montre sous forme de photographies des r6sultats de PCR 
25 d'ADN de 12 souches differentes avec des amorces sp6cifiques de 

DG747 (a) et DG772 (b). 

La Figure 3.5 illustre a I'aide de graphiques la prevalence des r6ponses 
humorales contre His 6 -747 (a) et His 6 -772 (b) dans deux groupes d'age et 
dans deux zones d'end6mie differente. 
30 La Figure 3.6 illustre 6 I'aide de graphiques les r6ponses cellulaires contre 

His 6 -747 et His 6 -772 chez des humains et des chimpanz6s immunises 
avec des sporozoTtes irradtes. 
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La Figure 3.7 illustre d 1'aide de graphiques la distribution des isotypes 
d'lgG dans les r6ponses humorales contre His 6 -747 et Hise-772 
d'individus exposes differentiellement au paludisme. 
La Figure 3.8 illustre d I'aide de graphiques les rdponses humorales de 
5 souris immunisees avec quatre formulation de prolines recombinantes. 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

L'originalite de la pr6sente invention porte sur la mise en evidence de 
nouvelles molecules polynucl£otidiques et polypeptidiques sp6cifiques du stade 
10 pr£-erythrocytaire du paludisme et & leurs utilisations a titre de principe actif de 
vaccin anti-palustre ou dans des m6thodes de diagnostique de la maladie. 

Plus particulierement, I'invention vise des polynucleotides ayant une 
sequence nucieotidique d ! au moins 10 nucleotides consecutifs et ayant au moins 
60%, pr6ferab!ement 80% et plus pr6ferablement au moins 95% d'identite avec la 
15 SEQ, ID NO: 1 ou NO 2. D'autres molecules selon I'invention contiennent au 
moins 20 nucleotides consecutifs ou au moins 50. D'autres molecules selon 
invention s'hybride dans des conditions de fortes stringences avec les 
sequences nucleotidiques ci-dessus, et plus particulierement avec les SEQ. ID 
NOs: 1 et/ou NO 2. A titre d'exemple non-limitatif de conditions de fortes 
20 stringences Ton retrouve la methode suivante: 

a) pr6-hybridation et hybridation d 68°C dans une solution contenant: 5X 
SSPE (1X SSPE = 0.18 M NaCI, 10 mM NaH 2 P0 4 ); 5X solution de 
Denhardt; 0.05% (w/v) dodecyl sulfate de sodium (SDS); et 100 pg/ml 
d'ADN de sperme de saumon; 
25 b) deux lavages d temperature ambiante pendant 10 min en presence de 

2X SSPEet de 0.1% SDS; 

c) un lavage £ 60°C pendant 15 min en presence de 1X SSPE et 0.1% 
SDS; et 

d) un lavage a 60°C pendant 15 min en presence de 0.1X SSPE et 0.1% 
30 SDS. 

L'invention vise aussi les polypeptides (et les fragments de ceux-ci) qui 
d6rivent des sequences nucleotidiques ci-dessus mentionnes et preferablement 
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les polypeptides ayant au moins 10 acide amines cons^cutifs et au moins 80% et 
plus pr6f6rablement au moins 95% d'homologie avec Tune des sequences 
choisies dans le groupe constitu§ par les SEQ ID NOs: 3 d 7, et la SEQ ID NO: 
8. D'autres molecules selon flnvention contiennent au moins 20 acides amines 
5 cons6cutifs ou au moins 50. 

II est bien connu dans le domaine comment determiner le pourcentage 
d'identite entre differentes sequences. A titre d'exemple, une methode d'analyse 
d'alignement de sequences nucleotidiques et peptidiques selon Pinvention est 
avantageusement le programme GAP GCG™ (Genetic Computer Group) du 

10 manuel de programmation UNIX™ (Wisconsin Sequence Analysis Package™), 
algorithme de Needleman et Wunsch. Les param&tres utilises sont les 
paramdtres par dgfaut ou les parametres suivants: pour une comparaison de 
sequences de nucleotides: "gap penalty" = 50; "gap extension penalty": 3; et pour 
une comparaison de sequences d'acides amines: "gap penalty" = 5; "gap 

15 extension penalty": 0.30. 

Les peptides selon la pr6sente invention peuvent Stre pr6par6s par tout 
proced6 approprie. lis peuvent notamment etre obtenus par synthase chimique 
mais il est egalement possible de les obtenir par voie biologique en utilisant 
notamment differents vecteurs dans les cultures cellulaires approprtees tel que 

20 cela sera d6crit ci-apres. 

Les molecules de I'invention peuvent §tre utilis6es telles quelles ou §tre 
modifiees (conjugues chimiques, proline de fusion) si n6cessaire. Par exemple, 
on peut envisager des modifications (chimiques ou nucleotidiques ou 
peptidiques) permettant aux nucleotides/peptides de franchir certaines barrieres 

25 biologiques, de montrer une meilleure solubilisation, de faciliter leur incorporation 
dans des formes galeniques particulieres comme par exemple des liposomes ou 
des microparticules. II convient d'ailleurs de remarquer a ce propos que les 
peptides selon la presente invention peuvent se presenter sous forme 
d6glycosyiee, ou glycosylee, si cela est necessaire. Une personne vers6e dans le 

30 domaine de I'invention saura obtenir differents polynucleotides/polypeptides et 
elle saura egalement determiner quels sont, parmi les 
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polynucleotides/polypeptides obtenus, ceux qui ont une activity biologique 
adequate. 

Ainsi, Tinvention a aussi pour objet un procede de preparation d'un peptide 
de Invention, par transformation d'un h6te cellulaire £ Paide d'un vecteur 
5 d'expression (plasmide, cosmide, virus, etc) comprenant les sequences d'ADN 
codant pour les peptides de Tinvention, suivi de la mise en culture de I'hdte 
cellulaire ainsi transform^, et de la recuperation du peptide dans le milieu de 
culture. 

L'invention concerne done egalement tout vecteur (de clonage et/ou 
10 d'expression) et tout h6te cellulaire (procaryote ou eucaryote) transform^ par un 
tel vecteur, et comprenant les elements de regulation permettant I'expression de 
la sequence de nucleotides codant pour un peptide selon l'invention. 

Plus particulferement, l'invention vise les cellules £ Coli recombinante 
contenant un insert correspondant aux polynucleotides definis par les SEQ ID 
15 NOs: 1 et 2. Plus preferablement les cellules E Coli sont celles qui ont 6t6 
d6pos6e d la C.N.C.M. le 23 Mai 2001 sous les numeros d'accession 1-2671 et 
I-2672. Brievement, ces cellules ont ete obtenues par transformation d'un 
plasmide contenant soit un insert correspondant aux polynucleotides d6finis par 
la SEQ ID NO: 1, soit un insert correspondant aux polynucleotides d6finis par la 
20 SEQ ID NO:2. dans la souche E Coli Dh5a. Chacun des plasmides a ete 
obtenus a partir d'un phage A,gt11 recombinant contenant Pinsert Une PCR a et6 
effectuee avec des amorces flanquantes d I'insert et cet insert amplifie a 6te 
digere avec EcoR1 et sous-clone dans le vecteur pTreHis 6 (Invitrogen) dans les 
sites de EcoRl 

25 Utilisation de vecteurs pour I'expression de proteines et de peptides dans 

les cellules d'un hote, notamment I'humain, est connue et ne sera pas decrite 
plus en detail. II peut §tre avantageux d'utiliser des vecteurs incorporant des 
sequences capables d'augmenter Pimmunogenicite des 
polynucleotides/polypeptides de la pr6sente invention, telles que les sequences 

30 CPG, le gene du GMCSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) 
ou des genes des cytokines. Les constructions sp6cifiques dependent 
evidemment de Phote, de P6pitope et du vecteur retenu. 
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Les peptides de la presente invention et les polynucleotides les codant 
peuvent aussi §tre utilises pour preparer des anticorps polyclonal ou monoclonal 
capables de se fixer (preferablement de mani£re sp6cifique) sur au moins un 
peptide/polynucleotide objet de I'invention. La pr6sente invention vise done 
5 egalement de tels anticorps purifies qui peuvent §tre obtenus par des techniques 
tres bien connues comme par exemple la technique decrite par Kolher et Milstein 
(Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity, 
Nature (1975), 262:495-497) 

Dans un mode de realisation privil6gi6 de I'invention, au moins une portion 

10 des peptides immunogeniques/polynucieotides selon I'invention est conjuguee a 
un support sur lequel elle est absorb6e ou fix6e de fa$on covalente ou non- 
covalente £ son extr§mite C et/ou N-terminale. Le support peut §tre constitue de 
molecules porteuses (naturelles ou synthetiques), physiologiquement 
acceptables et non toxiques. Ces molecules porteuses peuvent pemnettre 

15 notamment d'augmenter I'immunogenicite des peptides de ('invention par 
Tintermediaire de groupements r6actifs complementaires respectivement portes 
par la molecule porteuse et le peptide. A titre d'exemple de molecules porteuses, 
on mentionnera des proteines naturelles telles que I'anatoxine tetanique, 
I'ovalbumine, des serums albumines, des h6mocyamines T le PPD (purified 

20 protein derivative) de la tuberculine, etc. A titre de supports macromoleculaires 
synthetiques, on mentionnera par exemple des polylysines ou des poly(D-L- 
alanine)-poly(L-lysine). A titre de supports hydrocarbones ou lipidiques, on 
mentionnera les acides gras satur6s ou insatures. Le support peut egalement 
prendre la forme de liposomes, de particules et microparticules, de vesicules, de 

25 microspheres de billes de latex, polyphosphoglycans (PGLA), ou de polystyrene. 

L'invention porte aussi sur des compositions vaccinales/therapeutiques 
(medicament) comprenant des peptides/polynucleotides, des conjugu6s et/ou 
des anticorps polyclonaux ou monoclonaux tel que decrits pr6cedemment, et un 
vehicule pharmaceutique acceptable. L'invention se rapporte aussi a des 

30 compositions immunogenes capables d'induire une protection par une infection 
d^preuve par Plasmodiums, aussi bien in vivo que in vitro et, de fa9on preferee, 
un protection par une infection d'6preuve par Plasmodium falciparum. 
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Preferablement, les compositions selon Pinvention permettent la production 
d' interferon^ par des leucocytes de sujets immunises par des sporozo'ftes 
irradtes et/ou Pobtention d'une reponse humorale IgG de type lgG1, lgG2, lgG3 
et/ou lgG4. 

5 Ces compositions peuvent etre avantageuses dans le but d'etre 

administr6s in vivo pour le traitement ou la prevention du paludisme chez 
I'humain. Bien entendu, I'utilisation de compositions a base d'anticorps n6cessite 
g6n6ralement que ceux-ci soient compatibles avec ('administration a P§tre 
humain. II peut notamment s'agir d'anticorps humanisms par des techniques 

10 connues ou directement exprimes in situ a partir de la sequence d'ADN comme 
par exemple la technique decrite dans Ren EC, Cellular and Molecular 
approaches to developping human monoclonal antibodies as drugs (1991), Ann. 
Acad Med Singapore, 20:66-70. 

Les compositions selon la prgsente invention peuvent se presenter sous 

15 une forme solide ou liquide quelconque habituelle pour ('administration 
pharmaceutique, c'est-£-dire par exemple des formes d'administration liquide, en 
gel, ou tout autre support permettant par exemple la liberation contr6l6e. Parmi 
les compositions utilisables, on peut citer notamment les compositions injectables 
plus particulierement destinies aux injections dans la circulation sanguine chez 

20 Phumain. 

Les compositions de Pinvention peuvent comporter 6galement des 
composants augmentant ou susceptible d'augmenter Pimmunogenicite des 
peptides, notamment d'autres peptides immunog^nes, des adjuvants d'immunite 
sp§cifiques ou non tels que Palun, le QS21, I'adjuvant de Freund, I'adjuvant SBA 2f 

25 la montanide, des polysaccharides ou des composes Equivalents. 

La pr6sente invention concerne de plus des compositions destinees a Stre 
administrees afin d'exprimer in situ les peptides d6crits pr6cedemment. Par 
exemple, en injectant P "ADN nu" codant pour les peptides immunog§niques de 
Pinvention, cette injection conduit, dans un certain nombre de cas, £ Pexpression 

30 du peptide codee et £ une r6ponse immunitaire contre ledit peptide. On pourra 
egalement utiliser des systemes d'ADN nu mais comportant leur propre systeme 
depression ou des vecteurs d'expression tel que decrit pr6cedemment. Les 
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vecteurs d'expression sont susceptibles, dans certains cas, d'ameiiorer ('activity 
des peptides exprimes. Les systemes de vaccination mettant en ceuvre des 
sequences d'ADN sont connus et sont dej£ largement d6crits dans la litterature. 
Des exemples de vaccination mettant en ceuvre des sequences d'ADN sont 
5 decrits dans la demande international WO 95/111307 et dans la publication de 
Bot et al. (DNA immunization of newborn mice with a plasmid expressing 
nucleoprotein of Influenza virus (1996), Viral Immunol., 9:207-210) 

L'invention porte aussi sur des methodes de diagnostic in vitro du 
paludisme chez un individu susceptible d'etre infects par Plasmodium falciparum. 
10 Selon un mode de realisation de I'invention, la methode comprend les 

etapes suivantes: 

a) mise en contact, dans des conditions permettant une reaction 
immunologique, d'un tissu ou d'un fluide biologique pr6lev6 chez un 
individu susceptible d'etre infecte par Plasmodium falciparum avec un 

15 anticorps tel que d6crit precedemment afin de permettre la formation 

de complexes immuns; et 

b) la detection in vitro des complexes immuns formes. 

Selon un mode de realisation de I'invention, la methode diagnostique 
comprend les etapes suivantes: 
20 a) la mise en contact, dans des conditions permettant une reaction 

immunologique, d'un tissu ou d'un fluide biologique pr6leve chez un 
individu susceptible d'etre infecte par Plasmodium falciparum avec des 
molecules polynucieotidiques/polypeptidiques telles que decrites 
precedemment afin de permettre la formation de complexes immuns 
25 impliquant au moins une desdites molecules et des anticorps 

eventuellement presents dans ledit tissu ou ledit fluide biologique; et 
b) la detection in vitro des complexes immuns eventuellement formes. 
L'invention a aussi pour objet des kits (trousses) pour le diagnostique du 
paludisme chez un individu. Selon un mode de realisation de I'invention, le kit 
30 comprend les elements suivants: 
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a) au moins un des elements choisi dans le groupe constitue par: les 
molecules po!ynucl6otidiques; les molecules polypeptidiques et les 
conjugu6s tels que decrits pr6c6demment; 

b) des reactifs pour la constitution du milieu propice & une reaction de 
5 liaison entre un 6chantillon a tester et au moins une des molecules 

definies en a); et 

c) des reactifs permettant la detection de complexes antiggnes-anticorps 
produits par ladite reaction de liaison, ces reactifs pouvant egalement 
porter un marqueur ou etre susceptibles d'etre reconnus d leur tour par 

10 un reactif marque. 

Selon un autre mode de realisation de invention, le kit comprend les 
elements suivants: 

- des anticorps tels que decrits pr6c6demment; 

- des reactifs pour la constitution du milieu propice d une reaction de 
15 liaison entre un echantillon d tester et au moins un desdits anticorps; et 

- des r6actifs permettant la detection de complexes antig£nes-anticorps 
produits par ladite reaction de liaison, ces reactifs pouvant egalement 
porter un marqueur ou etre susceptibles d'etre reconnus & leur tour par 
un reactif marque 

20 Bien qu'S travers le memoire descriptif de la presente invention on utilise le 

terme "peptide" et "polypeptide", il est entendu que Invention ne se limite pas 
aux composes formes par I'union d'un nombre limite d'acides amines. En effet, la 
souplesse des technologies recombinantes permet de realiser des proteines 
comportant une plurality d'epitopes identiques ou diff6rents et susceptibles 

25 d'ameliorer Tactivite immunogenique du produit final. Ainsi la presente invention 
couvre egalement les polym^res immunogeniques comprenant entre deux et dix 
peptides choisis parmi les polypeptides definis pr6c6demment. De mSme, la 
presente invention inclus les oligonucleotides ayant une sequence nucieotidique 
codant pour des oligonucleotides incorporant un ou plusieurs polynucleotides tels 

30 que definis precedemment 

Les exemples ci-apres permettront de mettre en evidence d'autres 
caracteristiques et avantages de la presente invention. 
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EXEMPLES 

Les exemples qui suivent servent a illustrer retendue d'utilisation de la 
pr6sente invention et non £ limiter sa port6e. Des modifications et variations 
5 peuvent y etre effectu6s sans que Ton echappe a I'esprit et a la portee de 
Tinvention. Bien que Ton puissent utiliser d'autres methodes ou produits 
equivalents £ ceux que Ton retrouve ci-dessous pour tester ou r6aliser la 
prgsente invention, le materiel et les methodes pr§feres sont d&crits. 

10 1) INTRODUCTION 

1.1 Historique du paludisme 

Le paludisme est une maladie provoquee par I'infection de parasites 
protozoaires appartenant aux apicomplexes de I'espdce Plasmodium et transmis 
par les femelles des moustiques du genre Anopheles. Les efforts soutenus et le 

15 programme dedication entame dans les ann6es 50, finance par TOMS ont 
permis de limiter les zones ou la maladie se propageait et de diminuer le nombre 
de personnes infectees. Depuis, la baisse d'efficacite des moyens de lutte contre 
le parasite a provoque une augmentation des cas de paludisme par rapport a il y 
a 20 ans. Aujourd'hui le paludisme demeure concentre dans la ceinture sub- 

20 tropicale ou entre 300 et 500 millions de cas cliniques sont recens6s 
annuellement, dont au minimum 3 millions succombent en majority £ cause de 
I'infection par le P. falciparum. Suite a I'apparition et a I'extension d'une 
resistance globale aux seuls medicaments efficaces, et parce que les regions 
affectees sont en extension, TOMS a classe, depuis 1998, le paludisme parmi les 

25 trois maladies infectieuses d'interSt majeur pour la sante publique mondiale au 
meme rang que la tuberculose et le SIDA. 

La description de I'infection palud6enne, dont les signes cliniques sont tres 
caracteristiques, peut §tre retrouvSe dans des Merits des civilisations les plus 
anciennes, tels que le Nei Ching, grand repertoire medical pour Tempereur 

30 chinois Huang Ti (2700 av. J. C.), des tablettes Mesopotamiennes (2000 av. J. 
C.) t des papyrus £gyptiens (1500 av. J. C.) et des 6crits V6diques (1500-800 av. 
J. C). Une partie du « livre des 6pid6mies » d'Hippocrate (460-370 av. J. C.) a 
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ete consacree a la description detaillee de fibres tertiaires ou quaternaires ou 
est mentionnee aussi une relation entre des splenomegalies et la proximity des 
zones mar6cageuses, D'ailleurs, le terme paludisme designe une fievre issue des 
zones marecageuses (L. palude = mar6cage), ce qui est aussi refl6t6 par le 
5 terme de malaria (I. mairaria) probablement introduit par Sansovino en 1560 pour 
decrire le « mauvais air » issu des marecages. Le drainage de ces zones a 6te 
un des seuls moyens de contra te du paludisme connu avant la decouverte de 
I'agent infectieux. Malgr6 la connaissance des signes cliniques, le parasite 
causant la maladie n'a ete decouvert qu'a la fin du 19 e si6cle. 

10 En 1880 Charles Louis Alphonse Laveran a observe I'exflagellation de 

microgametes et des h6maties alterees dans le sang de (Laveran, 1880), et il a 
associe ces formes avec la maladie. Ses conclusions ont ete controversees et ne 
furent acceptees par d'autres, en particulier par Pimportante 6cole italienne, que 5 
ans plus tard. Le mode de transmission de la maladie est reste inconnu encore 

15 12 ans. Patrick Manson avait en 1877 demontre que le nematode de la filariose 
(Elephantiasis) etait transmis par un moustique. II etait convaincu que le 
paludisme suivait un parcours semblable. II a conseille d Ronald Ross d'entamer 
des recherches & ce sujet et ce dernier a decrit en 1897, pour la premiere fois, 
des oocystes chez des moustiques ayant 6t6 nourris sur des humains infectes. 

20 Puis, £ I'aide de Plasmodium d'oiseaux, il a pu decrire le cycle entier du parasite 
chez le moustique. Ce cycle a ete confirm6, en 1898, pour les especes 
plasmodiales de I'homme par les chercheurs italiens men6s par Battista Grassi. 

On a longtemps cru qu'apres inoculation par le moustique, le sporozoTte 
envahissait directement le globule rouge du mammifere hote, initiant ainsi le 

25 cycle sanguin asexue et sexue. Un cycle exo-erythrocytaire fut decrit des 1908 
chez des plasmodies d'oiseaux par H. de Beaupaire Aragao qui demontra le 
developpement de formes atypiques, dans des cellules endothelials et des 
macrophages, capables de liberer des formes envahissant les globules rouges et 
de se transformer en formes typiques pigmentees du parasite. Toutefois on a cru 

30 que le cycle tissulaire etait une forme particuli£re de ces especes plasmodiales. 
Ce n'est qu'en raison des observations faites au cours defections paludeennes 
induites et suivies etroitement chez des individus (comme la malariotherapie des 
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annees 1920-50) que la presence d'un stade suppl§mentaire tissulaire a et6 
postulee puis activement recherchee. Les formes pre-erythrocytaires des 
parasites de primates et d'humains n'ont 6t6 decouvertes qu'en 1948 lorsque 

H. E. Shortt et P. C. C. Garnham ont d§crit des formes h§patiques issues 
5 d'inoculations de sporozoTtes de P cynomolgi (proche de P. vivax) chez le singe 

rh6sus (Shortt and Garnham, 1948). En 1951, les memes stades ont 6t6 d6crits 
pour P. falciparum (Shortt et al., 1951) dans une experience remarquable oQ une 
biopsie de foie a ete pr6!ev6 chez un volontaire prgalablement inocule avec des 
millions de sporozoTtes. Toutefois les recrudescences dues £ P. vivax ou d P. 

10 ovale n'etaient pas expliqu6es, et on a 6mis I'hypothSse d'un cycle exo- 
6rythrocytaire « secondaire ». Ce n'est que beaucoup plus tard que ce 
ph6nomene fut demontr6 exp6rimentalement. Ainsi, un stade « dormant » de la 
forme h6patique, I'hypnozoi'te, a et6 decrit en 1980 (Krotoski et al M 1980) pour P. 
cynomolgi, Equivalent pour le primate de P. vivax. Cette forme est responsable 

15 des rechutes apr&s une longue periode d'absence de parasite dans le 
sang/d'exposition aux parasites, qui sont caracteristiques de P. vivax et P.ovale. 
R6cemment, un stade supplemental, le merophore, une forme provenant des 
formes sanguines, a 6te observe dans la rate et les ganglions lymphatiques de 
souris infectees par les Plasmodium murins (P yoelii t P. chabaudi et P. vinckei) 

20 (Landau et al„ 1999). Cette 6tape du cycle reste encore a §tre decrite dans les 
especes plasmodiales humaines. 

Le cycle du parasite, comme il est con$u aujourd'hui est repr6sente dans 
la figure 1 (Les parties entre parenthese sont des formes d6crites pour d'autres 
especes de Plasmodium, mais pas pour P. falciparum). 

25 

I. 2 Les moyens de lutte contre I'extension du paludisme : necessite du 

developpement d'un vaccin 

Les deux decouvertes de I'agent causal de la maladie et du vecteur de la 
maladie ont permis d6s le d6but du 20 e Steele d'6laborer des moyens de defense 
30 rationnels contre le paludisme en attaquant le parasite chez Thote vertebra par 
des medicaments ou en ciblant le moustique vecteur soit avec des larvicides, soit 
avec des insecticides, soit par I'utilisation de moustiquaires. Le succds de 
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relimination de la maladie dans les zones temp6rees apres la 2* me guerre 
mondiale, a men6 vers une mise en place d'un programme dedication du 
paludisme qui a culmine dans les annees 60 ou le DDT a ete le principal outil 
contre les moustiques et la chloroquine a 6te la principale drogue contre le 
5 parasite. La taille des territoires endemiques cibles a ainsi 6te r6duite (quasi 
eradication dans les zones temper6es) et le nombre de personnes affectees par 
la maladie a initialement diminue. Cependant les succes dans les zones 
tropicales furent de courte duree. Le nombre de malades n'a pas cesse de croTtre 
d'une part £ cause de ('augmentation d6mographique, d'autre part en raison de 

10 I'apparition de resistances aux insecticides et aux drogues disponibles. 

L'apparition de ces resistances a necessite de s'orienter vers d'autres 
moyens de lutte. ^existence d'une immunite naturelle induite par Texposition aux 
parasites et I'observation que le transfert passif d'immunoglobulines de 
personnes immunes diminue la parasitemie ainsi que I'immunisation efficace et 

15 sterilisante par des sporozoTtes attenu6s par irradiation ont rendu raisonnable 
Targument d'un vaccin contre le paludisme, dont le dSveloppement constitue 
alors une priority de sante publique au niveau mondial. 

1.3 A la recherche de Pimmunite salvatrice 

20 L'immunite naturelle contre le paludisme est caracteris6e par un 

developpement tres lent et le fait qu'elle n'aboutit pas a une protection 
st6rilisante. Dans les zones hyperend6miques, I'acquisition de l'immunite 
naturelle contre les stades erythrocytaires se manifeste chez les enfants d'abord 
par une tolerance au parasite (immunity anti-toxique) puis avec l'3ge par une 

25 diminution de la charge parasitaire dans le sang (immunity anti-parasitaire). 

Ces observations, faites au cours des etudes epidemiologiques ont ete 
confirmees par des infections experimental. La malararioth6rapie appliqu6e 
aux personnes atteintes de neurosyphilis (Boyd and Coggeshall, 1938; Ciuca et 
al M 1943; James, 1936), a permis de d6finir des parametres qui interviennent 

30 dans I'acquisition de l'immunite dans des experiences etroitement controiees. II a 
ainsi 6t6 montre que l'immunite acquise etait d'une part d6pendante de I'espece 
et de la souche et d'autre part differait en fonction du stade du cycle parasitaire 
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infectant. Jusqu'& present, les mecanismes precis de Timmunite anti-palud6enne 
restent & eiucider. 

Du fait que les signes cliniques et la transmission sont uniquement dus 
aux stades sanguins et que ceux-ci sont les plus accessibles aussi bien in vitro 
5 qu7n vivo, la plupart des etudes vaccinales ont concern^ ces stades. Une 
trentaine d'antigenes exprimes dans les parasites erythrocytaires ont ete 
identifies, particulierement par des anticorps monoclonaux et considers en tant 
que candidats vaccins. Toutefois les essais deduction d'immunite protectrice par 
les rares antigenes testes chez rhomme sont demeures infructueux jusqu'a 
10 present. 

La premiere immunisation avec les stades pre-6rythrocytaires a 6t6 tentee 
sans succes par les freres Sergent en Alg6rie (Sergent and Sergent, 1910). La 
capacite de proteger de fa?on sterilisante (absence de toute parasitemie 
sanguine) n'a et6 obtenue que par ('immunisation avec des sporozoTtes attenu6s 

15 par irradiation. Cette approche fut initiee par des etudes chez I'oiseau avec des 
sporozoTtes irradies par des rayons U.V. (Mulligan et al., 1941), et a 6t6 reprise 
20 ans plus tard avec des plasmodies de rongeur en utilisant des sporozoTtes 
irradi£s par des rayons X et plus tard des rayons y, dont la dose peut §tre 
contr6l6e plus facilement (Nussenzweig et al., 1967; Richards, 1966) ; rimmunite 

20 peut £tre rnaintenue par un rappel de sporozoTtes non-att6nu6s (Orjih et al., 
1982). Chez I'homme, une telle protection a aussi ete obtenue (Clyde, 1975; 
McCarthy and Clyde, 1977), toutefois elle n'est induite qu'apr6s un tres grand 
nombre d'inoculations par des sporozoTtes irradies si bien qu'une telle procedure 
vaccinale ne peut etre appliquee d grande 6chelle. 

25 Pendant longtemps, on a cru que la protection etait correiee avec un 

phenomene observe Iprsque Ton incube les sporozoTtes avec du serum immun, 
la CS (Circum sporozoTte) precipitation (Vanderberg et al., 1969). La proteine 
majoritaire reconnue par ce serum, la proteine CS, a done ete consid6r6e 
responsable de cette immunite. Depuis elle a ete a Torigine de multiples etudes 

30 vaccinates dans beaucoup de modeies experimentaux. Or jusqu'd present 
aucune de ces etudes n'a pu reproduce une immunite aussi solide que celle 
induite par des sporozoTtes irradies. 
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Une Evaluation critique des rEsultats expErimentaux precedents a men6 £ 
postuler que c'6tait le stade hepatique et non le sporozoTte qui 6tait a I'origine de 
immunite sterilisante (Druilhe and Marchand, 1989). L'indice principal 6tait le fait 
que la protection ne pouvait §tre induite que par Pinoculation des sporozoTtes 
5 viables, par voie intraveineuse, capables d'envahir un hEpatocyte et de s'y 
dEvelopper, et que les formes hSpatiques issues de sporozoTtes irradtes 
persistaient (Ramsey et at., 1982). De plus, une Elimination des stades 
h6patiques provoquait une susceptibilite aux infections par des sporozoTtes chez 
des animaux prEalablement proteges (Londono et al., 1991; Scheller and Azad, 
10 1995). 

Le stade hepatique possede des caracteristiques uniques. L'hgpatocyte 
est une cellule nucl6£e m6taboliquement tres active et exprime des molecules du 
complexe majeur d'histocompatibilit£. La schizogonie hepatique entraTne la 
formation d'entre 10.000 et 30.000 mSrozoTtes alors que 4 d 32 merozoites sont 

15 liberEs par un schizonte sanguin. Les m£rozoTtes issus de ces deux stades ont 
des differences morphologiques, mais on ne sait pas s'il existe des differences 
fonctionnelles ou moleculaires, car seuls les m6rozoTtes sanguins ont pu §tre 
extensivement EtudiEs. 

Du fait que dans le foie, seuls quelques h&patocytes sont infect&s et quVn 

20 vitro, les techniques de culture restent delicates et difficiles, ceci a constituS un 
obstacle majeur au developpement des connaissances sur le stade h6patique et 
a la recherche d'antigEnes exprim6s d ce stade. 

1.4 Cribiage d'antigenes spEcifiques de stade 

25 La premiere strategie pour Etablir I'expression sp6cifique de stade est la 

g6n6ration de banques d'ADN comptementaires a partir d'ARN messagers des 
differents stades. Ceci a 6t6 accompli plusieurs fois aux stades sanguins 
(Chakrabarti et al., 1994; Watanabe et al., 2001) et plus rEcemment une fois au 
stade sporozoTte (Fidock et al., 2000). Cependant, cette approche n'est pas 

30 possible pour le stade hepatique des plasmodies humains. Un autre moyen est la 
generation d'anticorps sp&cifiques dans des modules animaux. Ceci est facile 
aux stades Erythrocytaires mais pour le stade hepatique, plusieurs tentatives ont 
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Schoues, car les injections de stades hepatiques de P. falciparum n'ont induit que 
tr6s peu d'anticorps dans les souris. Une derniere approche est le criblage 
immunologique base sur ('utilisation d'anticorps d'individus naturellement 
immunises. Cette approche a permis de mettre en Evidence pour la premiere fois 
5 que d'autres antigenes que la CS etaient presents a la surface du sporozoite 
(Galeyetal., 1990). 



1.5 Strategie elaboree dans le laboratoire d'identification d'antigdnes 
exprimes aux stades pre-erythrocytaires 

10 Afin de contourner la difficult^ de criblage aux stades pr6-6rythrocytaires, 

une strategie de criblage d'antig^nes de P. falciparum potentiellement exprim6s 
dans les stades sporozoite et hepatique a 6t6 d6velopp6e (Marchand and 
Druilhe, 1990). 

Le principe 6tait de chercher des individus chez lesquels la reponse 
15 immune predominate etait contre les stades pre-erythrocytaires. Nous avons 
ainsi obtenu des s6rums d'individus (serums PM) vivant en zone d'end§mie 
depuis plus de 20 ans et n'ayant jamais eu d'acces cliniques car ils etaient en 
permanence sous traitement prophylactique & la chloroquine (schizonticide 
efficace contre les stades sanguins, mais sans effet sur les stades hepatiques). 
20 Les serums correspondants ne reconnaissaient en effet que trds faiblement des 
stades sanguins en Western Blot et en IFI (titres inferieurs d 1/200), tandis que 
les titres contre les stades sporozoTtes et hepatiques du parasite etaient compris 
entre 1/3200 et 1/6400 en IFI et ils marquaient plusieurs polypeptides sur des 
extraits proteiques de sporozoTtes de P. falciparum; il s'agissait done de s6rums 
25 contenant des anticorps sp6cifiques des antigenes exprimes aux stades pre- 
erythrocytaires. 

Ces serums ont 6te utilises pour cribler une banque g6nomique de P. 
falciparum (construite par Odile Mercereau Puijalon). L'ADN genomique issu du 
clone parasitaire T9-96 a 6t6 m6thyl6 et dig6r6 par la Dnase 1, et les fragments 
30 d'une taille allant de 200 a 2500 paires de bases ont et6 introduits dans le site 
EcoR1 du phage A,gt11 (Guerin-Marchand et al., 1987). 
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Parmi les 7 millions de fragments d'ADN generes, 2000 clones produisant 
un antigdne recombinant reconnu par des s6rums hyper immuns (SHI) 
d'individus immuns vivant en zone d'endemie, ont ensuite 6t6 cribl6s avec les 
scrums PM. 120 clones ont ainsi 6t6 s6lectionn6s et I'expression de stade des 
5 antigenes correspondants a 6t6 determinee par des tests d'IFIs, avec des 
anticorps humains immunopuriftes sur chaque proline recombinante, sur les 
sporozoites, les stades h6patiques et les stades sanguins de P. falciparum, P. 
yoelii et parfois avec P. berghei et P.vivax. 

Le premier antigene £ etre 6tudie et contre lequel les reponses humorales 
10 etaient les plus elev6es dans plusieurs serums d'individus vivant dans une zone 
d'endSmie 6tait le Liver Stage Antigen 1, LSA-1 (Gu6rin-Marchand et al. t 1987). II 
demeure le seul antig§ne caracterise a etre exprime uniquement au stade 
hepatique. 

A la suite du LSA-1, 3 antigenes STARP, SALSA et LSA-3 ont ete 
15 selectionn6s & partir de divers criteres et caract6ris§s au niveau mol6culaire 

(Bottius et at., 1996; Daubersies et al., 2000; Fidock et al., 1994a), et 

immunologiquement par L Benmohammed , K. Brahimi, J.P. Sauzet et B. 

Perlaza. (BenMohamed et al., 1997; Perlaza et al., 1998; Sauzet et al., 2001). 

Ces antig&nes sont exprimes aussi bien a la surface du sporozoTte qu'au stade 
20 hepatique. 

Le LSA3 est I'unique antigdne reconnu differentiellement par des serums 
de volontaires ou de chimpanz6s proteges par ('immunisation avec des 
sporozoTtes irradi6s. II est le seul a avoir induit une protection st6rilisante et de 
longue dur6e chez des chimpanzes (Daubersies et al., 2000), et sera bient6t 
25 teste dans des essais cliniques de phase I et II. 

21 MATERIEL ET METHODES 

2.1. Techniques de biologie moleculaire 

2.1.1. Souches bacteriennes 

30 PH5a: supEAA A/acU1 69(^80 /acZAM15) hsdRM recAl gyrA96 thi- 1 relA1. 
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2.1.2. Souches de parasites: 

NF54 issue cTun isolat de malade europeen infecte en Afrique (ATCC 
MRA151) (Wallikeret al., 1987). 

3D7 f la souche reference utilisee dans le projet ggnome, est un clone issu 
5 de la souche (ATCC MRA1 51) (Wallikeret al., 1987). 

T9.96, une souche provenant d'un patient thaTlandais ATCC : MRA153 , 
(Thaithong et al., 1984) 

Pour les tests de polymorphisme, des souches distinctes ont 6te 
employees: B1 (Bresil); F32, D7, D28, D50 issues de la Tanzania; D28 du 
10 S6n6gal, D41 de I'lnde, D51 de Myanmar, L1 de Liberia, H1 de Honduras, 
Mad20 de Papua New Guinea, et PA de Palo Alto, d'Am6rique du Sud Ouest. 
(Strieker et al., 2000). 

Les sporozoTtes sont issues de la souche NF54 et obtenus par passage 
dans des Anopheles Gambiae REF 

15 

2. 1.3. PCR a partir d'extraits de phages ou d'ADN de phages 

Le Expand High Fidelity Kit™ (Mannheim Boehringer, Allemagne) a 6t6 
utilis§ comme indiqu6 par le fournisseur avec 2 mM de MgCI 2t 3.5 unites de Taq 
polymerase, 0.2 mM de desoxyribonucleotides (dNTP), 50 nM des amorces 21 D 

20 en 5' (CCTGGAGCCCGTCAGTATCGGCGG) et 26D en 3' 
(GGTAGCGACCGGCGCTCAGCTGG) et 2 pi d'ADN purifte ou d'extrait de 
phage. La reaction a comporte une d6naturation initiale de 2 minutes & 94 °C, 
suivie par 35 cycles cons6cutifs de 15 secondes de d6naturation & 94 °C, 30 
secondes d'hybridation d 50 °C, et 2 minutes d'elongation a 68 °C. Le circuit 

25 cyclique a et6 suivi par une incubation a 68 °C pendant 5 minutes. 

2.1 .3.1 Sous-clonaae dans les vecteurs histidine, pNAK et Topo 

Selon la quality du produit d'amplification des phages, trois procedures ont 
et6 employees: 

30 Les produits PCR pr6sentant un smear ou un rendement trds petit et 6tant 

de plus petite taille quasi impossible d d§tecter en dig£rant I'ADN du phage 
correspondant, ont ete clones par I'interm6diaire d'un vecteur permettant un 
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clonage direct du produit PGR sans digestion successive d'une enzyme de 
restriction a I'aide du kit de TopoTA Cloning™ (Invitrogen, Les Pays-Bas). Le 
clonage Topo a aussi ete effectu6 pour les fragments dont nous voutions 
uniquement determiner la sequence. 
5 Les produits PCR de tailles inferieures d 1 Kbp ont 6t6 dig6r6s f pr6cipites 

d P6thanol, et resuspendus dans la moitie du volume initial d , H 2 O t puis dig6r6s 
par 10 U de I'enzyme de restriction EcoR1, pendant 1 heure a 37 °C, tir6s sur un 
gel d'agarose a 2 %, purifies sur gel par la procedure de gel extraction kit de 
Qiagen, donnant un volume de 50 pi. 
10 Les produits PCR peu abondants de grande taille (superieurs a 1000 bp) 

ont 6t§ isoles a partir de I'ADN de phage purifi6 par une digestion avec 

£coR1 , puis par extraction de I'insert du gel d'agarose. 

2.1.3.2 Etude du polvmorphisme du a6ne dans des souches parasitaires 
15 differentes. 

Les amorces suivantes ont §te utilisees pour identifier les polymorphismes 
en taille de regions sp6cifiques correspondant aux antigenes studies. 
747-1 : AAAAGTGATGATAGAAATGCTTGTG (5' 
747-2: TTTTGTTGATCTTACTTATTTCACC (3 1 ) 
20 772-1 : CGGAATCAGGTTTAAATCCAAC (5*) 

772-2: AGATCGTTTTTCATCAGGGGG (3') 
La reaction cyclique a ete effectu6e avec un programme comportant une 
etape initiale d'une d6naturation a 94°C pendant 15 secondes, suivie par 39 
cycles comprenant une d6naturation a 94°C pendant 2 minutes, une hybridation 
25 a 52 °C pendant 1 minute et une elongation a 72°C pendant 2 minutes. Une 
etape de 5 minutes a 72°C a termini la reaction. 

Les PCR ont 6t6 effectu6es sur un Crocodile III de Appligene. Les 
produits ont ensuite ete analyses sur gel d'agarose. 
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2.1.4. Purification d'ADN 

2.1.4.1 Pour les analyses de recombinants 

Les colonies positives en PCR ont 6t6 inocutees dans 3 ml de milieu 
contenant I'antibiotique correspondant au vecteur utilis§ (100 |jg/ml ampicilline 
5 pour Topo et Histidine, 20 pg/ml kanamycine pour le vecteur Vical) et 2 ml 
d'inoculum ont et6 utilises dans la preparation d'ADN plasmidique avec le 
Qiagen™ Miniprep Kit. UADN obtenu a successivement 6t6 dig6r6 avec les 
enzymes de restriction utilisees dans le clonage et soumis £ une 6lectrophor6se 
sur gel d'agarose, afin de detecter I'insertion du fragment. 

10 

2.1 .4.2 Pour I'isolement de fragments: 

100 ml de milieu Luria Broth supplements en antibiotique appropri£ ont . 
6te inocul6s avec 1 colonie de bacterie comportant le recombinant et incub§ k 
37 °C sur la nuit dans un bain thermostate en agitation vigoureuse. Le 
15 lendemain, la culture bacterienne a 6t6 r6colt6e et I'ADN plasmique purifi6 
comme d6crit (Qiagen maxiprep™, Qiagen, Allemagne). 

2.1.4.3 Pour rimmunisation de constructions ADN nu 

Afin d'eliminer les endotoxines, qui sont presents dans les bacteries et qui 
20 peuvent entrainer des reponses non specifiques lors des immunisations de 
souris, I'ADN des constructions a 6t6 purifte 3 partir de 2 I de culture de bact6ries 
recombinantes, par Qiagen EndoFree Plasmid Giga™ kit (Qiagen, Allemagne). 

2.1 .4.4 Pour la purification d'ADN de phages recombinants 

25 Les phages ont ete reamplifiSs sur des boTtes d'agarose de LB, en 

d6posant 5 pi sur du Topagar pris avec 200 pi d'inoculum de Y1090, et en 
laissant a 37 0 C sur la nuit. 

Ensuite, une quantity plus grande a 6t6 produite en culture liquide. 
D'abord, une plage piqu6e sur la boTte a 6te incub6e avec 200 [}\ d'inoculum de 

30 Y1090, Iaiss6e d 37 °C avec agitation pendant 15 minutes . Ensuite, 5 ml de 
milieu sans antibiotique supplements avec 10 mM de MgS0 4 a 6t6 ajout6, et la 
culture laissee en agitation pendant 4 heures, jusqu'a I'apparition de lyse. 50 pi 
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de Chloroforme a 6te ajout6, et le tout centrifug6 a 7000 g pendant 10 minutes. 
Aprds centrifugation, le surnageant Iib6r6 des debris cellulaires a 6t6 r6cup6r6. 
Ce stock a 6t6 utilise dans la production de 500 ml de phage en culture liquide : 
I'equivalent de 7.5 10 8 pfu (unites formant des plaques) d 6t§ ajoute d 500 pi de 
5 cellules d'une culture inoculee sur la nuit de Y1090, et 500 pi de 10 mM 
MgCI 2 /CaCI 2 . Tout a 6t§ incube a 37 °C 15 minutes, et ajout6 a 500 ml de milieu 
LB sans antibiotique. La lyse des bacteries observ6e par I'apparition de filaments 
dans la culture a 6t6 suivie jusqu'a la lyse totale (4-5h). Ensuite, la culture a 6t6 
centrifugSe a 6000 g pendant 15 minutes a 4 °C, le surnageant r6cup6r§, et 
1 0 stocke & 4 °C sur la nuit. 

Le lendemain, la purification de PADN a 6te entreprise avec le Lambda 
Maxi Kit (Qiagen, Allemagne) avec des ajustements en d6but de protocole d 
cause du volume plus grand de surnageant de depart. Le culot final a 6t6 
resuspendu dans 500 pi de tampon TE. 

15 

2.1.4.5 A partir de parasites 

100 pi de culot de culture de globules rouges a 10 % de parasitemie, a ete 
resuspendu dans 100 pi de PBS, pH 7,2 et purifi6 par le Qiaamp DNA Mini Kit™ 
(Qiagen, Allemagne). A partir de 100 pi de culot d'une culture parasitee 6 10 %, 
20 on a obtenu environ 5pg d'ADN. 

2.1.5. Purification d'ARN total parasitaire 

Nous avons utilise deux methodes en fonction de la quantity d'ARN voulu. 
Pour des quantites importantes, la methode d6crite par (Kyes et al, 2000) a ete 
25 employee, tandis que pour obtenir des preparations de quantites plus restreintes, 
nous avons utilise le RNeasy kit™ (Qiagen, Allemagne.) 

2.1.6. RT-PCR. 

La RT-PCR a 6t6 effectu6e avec le kit RT-PCR de Qiagen (Allemagne). 
30 Des amorces sp6cifiques pour chaque gene et situ6es, si possible, de telle fa$on 
que Ton puisse distinguer entre les produits issus d'amplification d'ADN 
g6nomique et d'ARN (autour des introns) ont 6t6 utilis6es. Une premiere reaction 



CA 02346968 2001-05-23 



23 

de Transcription reverse a ete effectuee a 50 0 C pendant 30 minutes, puis une 
reaction de PCR a ete effectu6e, dans les meme conditions que celle decrites 
pour une PCR d'ADN de parasite avec les amorces seiectionn6es, parfois suivi 
d'une deuxteme reaction (nested PCR) avec des amorces situes dans la 
5 sequence du premier produit PCR amplifie. Cependant, la temperature 
d'hybridation varie en fonction des amorces utilis6es (entre 50 et 60 0 C). 

2. 1 7. Purification des recombinants histidine 

2 I de milieu de Luria Broth additionne avec rampicilline a 100 ng/ml a 6te 

10 inocule avec 50 ml de culture de bactdrie contenant le plasmide recombinant. La 
croissance des bacteries a 6t§ suivie par la mesure de la turbidity bacterienne £ 
600 nm et a la densite optique voulue (entre 0,5 et 1) une concentration d'IPTG 
variant entre 0,5 et 1 mM selon le recombinant a ete ajoutee £ la culture, et 
I'induction a dure entre 2 h et 4 h, 

15 Ensuite les cellules ont et£ recoltees et le culot de bacteries resuspendu 

dans un tampon de 20 mM de NaP0 4l pH 7.4, et 8 M d'uree (TU) (25 ml/litre de 
culture bacterienne). Ensuite, la suspension de cellules a ete soumise a des 
sonications de 10 chocs de 1 minute chacun, et le surnageant contenant les 
prolines recombinantes a ete recup6r6 par centrifugation a 10.000 g pendant 

20 10 minutes, et filtre 3 0.22 pm. Ensuite, une etape de purification par affinite sur 
une colonne de Nickel a 6t6 effectu6e, Une colonne de 1 ml (HiTrap™, 
Pharmacia, Su^de) a 6t6 lavee comme indiqu6 par le fournisseur et 1 ml de 
NiCI 2 a 6te applique, suivi par d'autres lavages. Ensuite, la colonne a ete lavee 
avec 5 ml de TU, et le surnageant applique sur la colonne. Ensuite, un lavage de 

25 10 ml de TU a ete effectue, et le recombinant 6lu6 par un gradient croissant en 
imidazole, competiteur de I'histidine. Selon le recombinant purifie, des 
concentrations differentes ont ete employees, et les resultats obtenus sont 
r6sum6s dans le tableau ci-dessous. Ensuite, le pool de proteines a ete dialyse 
contre un tampon L-histidine pH 6, et chromatographie sur une colonne 

30 echangeuse d'anions (HiTrap Q™, Pharmacia, Suede) afin d'eliminer une partie 
des Lipo Poly Saccharides (LPS) ou endoxines qui induisent des r6ponses non 
specifiques (Morrison and Ryan, 1987). 
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Tableau de purification des recombinants histidine 



Recombinant 




Induction 1 


DO 

apres 

induction 


Emplacement 
de la proteine, 
Poids 

moleculaire 2 


Imidazole 

(mM) 3 


NaCI 
(mM) 4 




DO 


IPTG 


Temps 










747 


0.5 


0.5 


4h 


2.7 


Mem, 18 


50 


360 


772 


0.5 


0.5 


4h 


2.2 


SN, 35 


36 


120 



1 : La DO mesur6e d 600 nm, La concentration en IPTG (mM) ; et le temps conduction avant 
5 r^colte. 

2 : AprSs sonication, et centrifugation d'une suspension de bacteries ne contenant pas d'ur6e 
(8M) dans le tampon, le surnageant et le culot contenant les debris de membranes bacteriennes 
ont 6te testes en Western blot afin de detecter ou la proline recombinante se trouvait En 
presence d'urfee toutes les prolines ^talent solubles, et les procedures de purification ont done 
10 6te appliqu6es en presence de 8 M d'ur§e. 

3 : La concentration d'imidazole £ laquelle la prot6ine a 6t6 6lu6e sur la colonne de HiTrap-Ni™ 
4 ; La concentration de NaCI d laquelle la proteine a 6t6 6lu6e sur la colonne de HiTrap-Q™ 



2.2. Techniques immunologiques 

15 2.2. 1. ELISAs (Enzyme Linked [mmunoSorbant Assay) 

Les conditions optimales ont 6t6 determinees avec 100 [i\ de solution 
d'antigene d'une concentration de 10, 5 ou 1 pg/ml coat6s sur les plaques dans 
50 mM de Carbonate pH 9.6 ou 1X PBS pH 7.4 en incubant les plaques sur la 
nuit a 4 °C. La saturation a ete effectu6e, soit en PBS supplements par 3 % de 

20 lait ecr6m§, ou 1% de BSA (albumine de serum de veau) & temperature 
ambiante ou d 37°C pendant 2 heures. La dilution de s6rums de 100 ou de 200 
fois a 6t6 effectuee soit avec du PBS/lait a 1.5 % , soit avec du PBS/BSA 1%, et 
I'incubation a ete faite a temperature ambiante ou £ 37°C pendant 1 h. 

L'incubation avec les anticorps secondares couples d la HRPO 

25 (peroxidase de navet) dilu§s au 1/2000 dans le tampon de dilution des serums a 
ete effectu6e £ temperature ambiante, et les revelations ont et6 faites £ I'aide des 
tampons de TMB (peroxidase substrate et peroxidase solution B) (Laboratories 
Kirkegaard et Perry, USA) melanges volume a volume immediatement avant 
utilisation dont 100 pi ont ete distribu6s dans chaque puit. Les reactions color6es 

30 en bleu ont ete arretees en ajoutant le meme volume d'une solution d'1 M d'acide 
phosphorique. Les reactions sont lues a 450 nm dans un lecteur Multiscan 
Ascent™ (Labsystems). 
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Les resultats des souris sont exprim6s en Ratio (unite arbitraire par rapport 
aux taux des rgponses dans des temoins naifs) et dans les experiences ou les 
taux des isotypes ont 6t6 etudies, par rapport au Ratio des IgG totaux determine 
dans la meme experience. 

5 

2.2.2. Immunopurification d* anticorps spScifiques 

Pour rimrnunopurification d'anticorps specifiques centre les recombinants 
Hise, une methode d6crite par (Brahimi et al., 1993) a ete employee. 100 pl/puits 
de solution d'antigene dans du PBS, pH 7.2, £ une concentration de 5 pg/ml ont 

10 6t6 adsorb6s sur plaques Nunc Maxisorp™ (Nunc, Danemark), et les plaques 
incubees a +4 °C la nuit. Ensuite, des s6rums hyperimmuns ont 6te incub6s £ 
une dilution de 1/50 pendant 1 heure a temperature ambiante, les plaques lavees 
et reiution des anticorps effectuee par ajout de glycine pH 2.5 d 0.2 M, incubation 
pendant 3 minutes et recuperation suivie par une neutralisation du pH avec du 

15 Tris, 1M, pH 11. L'immunopurification a partir de recombinants de fusion p- 
galactosidase a 6te effectu6e sur des filtres de nitrocellulose, comme d6crit (Beall 
and Mitchell, 1986). 

2.2.3. SDS-PAGE et Western Blot 

20 En fonction des echantillons a tester, des gels de pourcentage 

d'acrylamide (BioRad™ 29.1:1 ratio) variables (5, 7.5, 10 ou 12 %) ont ete 
utilises. Apres migration en tampon Tris/glycine (pH 8.5) avec le kit minigel 
(Biorad, USA) les gels ont soit 6te colores par bleu de Coomassie soit soumis £ 
un transfert sur filtres de nitrocellulose (0.45 (jm), dans la cellule Trans-Blot 

25 (BioRad.) 

Apres transfert, les proteines ont 6te visualisees par une coloration avec 
0,2 % de rouge Ponceau dans une solution d'acide acetique (5%), puis le filtre a 
ete sature en TBS/lait ecreme £ 5 % pendant 30 minutes. Les anticorps humains 
immunopu rifles sans dilution, et les s6rums dilu6s 1/100 ou 1/200 dans du 
30 TBS/lait 5%/ Tween™ 0,05% ont ete incubes pendant 1 a 2 heures & 
temperature ambiante. Ensuite, le filtre a ete lave 3 fois 10 minutes en 
TBS/Tween 0,05 %, et incube avec les antiserums couples e la phosphatase 
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alcaline dilu6s 1/5000, pendant 30 minutes. Apr6s lavage dans le m§me tampon, 
les reactions colorees ont 6t6 produites par I'ajout de NBT (330 pg/ml)et de BCIP 
(165 pg/ml) (Promega, Ailemagne) dilu§s dans du tampon Tris pH 9. 

5 2.2.4. IFI (Immunofluorescence indirecte) 

Toutes les incubations a 37°C ont ete effectuees dans une chambre 
humide afin d'eviter I'assfechement des tissus ou cellules a 6tudier. Les tampons 
ont et6 filtres par un filtre & 0,22 pm afin d'6viter des contaminations par d'autres 
microorganismes et des bruits de fond. 

10 

2.2.4.1 Stade sporozoites 

Apr£s dissection des glandes salivaires de moustiques infectes avec le 
parasite, les sporozoites ont ete fixes avec 0.01 % de glutaraldehyde en PBS et 
laves soigneusement en PBS. 

15 Afin d'6tudier le marquage uniquement en surface des sporozoites, (Galey 

et al., 1990) a d6velopp6 une technique permettant une fixation « humide » avec 
une suspension de sporozoTtes attaches £ la polylysine. Les lames de titration 
(PolyLabo, France) ont 6te coatees avec 1 pi d'une solution de 50 mg/ml de 
polylysine, puis laissfees s§cher une nuit d 37°C. 1 (jl d'une suspension de 

20 sporozoTtes (20 /pi) a 6t6 d§pos6e sur chaque puits, et incub6 dans une chambre 
humide & 4°C sur la nuit. La detection d'une pr6sence intra-parasitaire a 6te faite 
par fixation des sporozoTtes dans I'ac&one. 

2.2.4.2 Stade hSoatiaue 

25 Les coupes fix6es au Carnoy et paraffin6es ont 6te preparees par 3 bains 

de Xylene de 10 mn chacun, 3 bains d'alcool absolu de 5 mn chacun, 2 bains 
d'eau distill6e de 5 mn chacun, et sech6es a I'air libre. Ensuite, les coupes ont 
6te rehydratees pendant 10 mn dans du PBS pH 7.4 fiitr§. Les coupes d 
congelation ont 6t6 fix6es 10 minutes en ac6tone. 

30 
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2.2.4.3 Stade sanguin. 

Les frottis sang u ins ont ete fixes 10 minutes a rac6tone, et des cases pour 
chaque 6chantillon a tester ont ete d^limitees en dessinant des bords avec un 
marqueur Pentel-rouge sur le frottis. 
5 La suite de la technique a ete identique pour les trois stades: Apr&s 

fixation, les anticorps d tester (dilues dans du PBS) ont ete deposes sur chaque 
puit, coupe ou case, et la lame incub6e a 37°C en chambre humide pendant 1 
heure. Les lames ont 6t6 Iav6es 3 fois 10 minutes dans du PBS 1X, puis 
incub&es avec un anti-IgG anti-humain ou souris (selon les anticorps sp6cifiques 
10 utilises), coupl6 a la fluoresc6ine (Alexis) dilu6 1/200 dans du PBS et du bleu 
d'Evans 1/50000, incubees 30 minutes a 37°C en chambre humide, Iav6es trois 
fois en PBS 1X, et couvertes par une lametle apr6s qu'une goutte de tampon 
glycerin^ (PBS 30 % glycerol) ait 6te d^posee. La lecture de la lame a ete 
effectu6e au microscope d U.V (Olympus, BH2)) 

15 

2.2.5, Immunisations de souris 
2.2.5,1 Par les recombinants histidines 

Les protocoles a, b et c ont essentiellement ete appliques pour obtenir des 
serums specifiques, tandis que les protocoles b, c et d ont ete employes afin 
20 d'effectuer des infections d'Spreuve par P. yoelii. 

a) Adjuvant IFA/Alum 

Des souris BALB/c femelles de 6 semaines ont re$u 1 premiere injection 

intra-periton6ale de 500 pi, avec 1 melange de 20 pg d'antig6ne (His 6 -249, His 6 - 
25 680, Hise-747. His 6 -772), 2 mg/ml d'Alum (AI(OH) 3 , et de I'Adjuvant incomplet de 

Freund (AIF), volume dans volume, supplements avec 0.9% de NaCI. 

Les 2 injections suivantes, chacune a 15 jours d'intervalle, ont ete 

effectuees avec la m§me quantite d'antigene dans le meme volume, mais sans 

AIF, et avec de la rrtethiolate, un conservateur, d 0.05%. 
30 Les souris ont §te prelevees (500 pi) avant ['immunisation 2 semaines, 1 

mois et 6 semaines apres la premiere immunisation, sur EDTA et les plasma 

tecup6r6s et stock6s £ -20°C. 
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b) CFA 

Des souris BALB/c femelles de 6 semaines ont re$u 3 injections sous- 
cutanees tous les 15 jours d la base de la queue d'un rrtelange constitu6 par 100 
5 Ml d'adjuvant complet de Freund et de 10 pg d'antigene (His e -114 ou His 6 -662) 
dans 100 pi de PBS. 1 semaine aprds la troisfeme injection, les s§rums des 
souris ont 6te pr6leves et les reponses testes en ELISAs contre le recombinant et 
en IFI sur les sporozoTtes. 18 jours apr6s la derniere injection, les souris ont subi 
une infection d'6preuve par des sporozoTtes de P. yoe//7. 

10 

c) SBAS 2 (Adjuvant Smith and Klein Beecham) 

Des souris C3H femelles de 7 semaines ont re$u trois injections sous- 
cutan&es d la base de la queue de 100 pi d'un melange constitu6 par 57 pi 
d'adjuvant m6lang6 avec 43 pi d'antigene (His6-249, His 6 -747 ou His 6 -772) 
15 correspondant a 10 pg, les injections 6tant espacees de 3 semaines chacune. 10 
jours apr6s la derniere immunisation, les souris ont 6te pr6levees et les scrums 
correspondants recoltes. 

d) Microparticules 

20 Les solutions d'antigfenes (HiS6-249, His 6 -747 ou His 6 -772) ont 6te 

adsorb6es sur des microparticules en polystyrene de 0.5 pm de diam£tre 
(Polysciences Inc. USA) par incubation a 37 °C en agitation pendant 4 heures 
dans une solution de glycine, pH 8.0. L'adsorption de I'antigdne a ete v6rifi6e par 
la capacite des micro- billes d'agglutiner avec un serum sp6cifique a I'antig6ne 

25 adsorbe. Des souris C3H femelles de 7 semaines ont re$u trois injections sous- 
cutanees a la base de la queue de 100 pi d'un melange constitu6 de microbilles 
coates avec I'antigene correspondant a 10 pg r les injections 6tant espac6es de 3 
semaines chacune. 10 jours apr§s la derntere immunisation, les souris ont ete 
prelevSes et les serums correspondants recoltes. 



30 
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2.2.5.2 Par les recombinants ADN 

Des souris BALB/c et C3H de 6 semaines ont 6te injectees 3 fois & 8 
semaines d'intervalle par voie intramusculaire avec 100 pi d'antig^ne (pNAK114, 
pNAK249, pNAK438 r pNAK571 ? pNAK747, pNAK772) dans du PBS pH 7.4, puis 
5 une 4eme fois 12 semaines apres la 3eme injection. Les pr6l6vements de sang 
ont 6t6 effectues 1 semaine apr6s la 36me et la 46me immunisation sur EDTA, et 
les serums recoltes apres une incubation du pr6!6vement la nuit a 4°C. 

Les rates de 3 souris /groupe ont ete prelevSes apres la 4&me 
immunisation, et les stimulations des r£ponses cellulaires 6tudi6es. Apr§s un 
10 56me boost, 8 semaines aprfes la 4* me injection, les souris ont subi une infection 
d'epreuve par des sporozoites de P. yoelii. 

2.2.6. Infection d'Spreuves par sporozoites et parstade sanguin 
Les sporozoites issus de moustiques Anopheles stephensii infect6s par le 

clone 1,1 de P. yoelii yoelii ont 6te obtenus par une m§thode (Ozaki et al., 1984) 
qui consiste en I'isolement de la cage thoracique du moustique et I'obtention par 
centrifugation a travers de la laine de verre des sporozoites, qui ont 6t6 Iav6s par 
des resuspensions successives en PBS apr6s centrifugation. 

Les souris ont ete infectees par des sporozoites de P. yoelii par voie r6tro 
orbitale avec 150 d 200 sporozoites (200 \j\J injection), et la parasitemie suivie 
par des frottis du jour 3 suivant I'infection jusqu'au 126me jour post-infection, 
aussi bien sur les animaux immunises que sur des souris naTves infectees par le 
m§me lot de sporozoites. 

Des stades sanguins prelev6s sur d'autres souris infectees par P. yoelii 
ont 6te laves dans du PBS, et Tequivalent de 5 x 10 4 parasites ont 6t6 injectes 
par voie intraperitoneale. 

2.2. 7. £tude des rtponses cellulaires. 
Afin d'etudier aussi bien Tinduction de proliferation de cellules-T 

30 sp6cifiques ainsi que la s6cr6tion de cytokines capables de stimuler la reponse 
immune, nous avons 6tudi§ la stimulation de spl6nocytes de souris par les 
antigenes et la secretion d'lFN-y par ces cellules. 



15 



20 



25 
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2.2.7.1 Proliferations de lymphocytes T 

Les rates ont £t& pr6lev6es sur les souris, les suspensions de splenocytes 
ont 6t6 Iav6es deux fois dans du RPMI 1640 (Gibco, France) et les cellules 
5 resuspendues £ une concentration finale de 5 x 10 6 cellules /ml dans du RPMI 
supplements avec 100 U/ml p6nicilline, 2 mM L-glutamine, 10 mM Hepes, 50 pM 
p-rnercaptoethanol, 1,5% s6rum de veau foetal (SVF) et 0,5 % de s6rum de 
souris normal. 100jjl/puits de chaque suspension a 6t6 distribute dans des 
plaques de 96 puits a fond rond (Costar, USA) et les protfeines recombinantes & 

10 tester ont et6 ajoutes a une concentration de 50 mg/ml. Ces tests ont 6te 
effectu6s en triplicat. Apres 48 h d'incubation, (37 °C avec 5 % de CO2), 50pl/puit 
de surnageant de culture a £t& pr6lev6 et stocks d -70 °C avant la determination 
de titres d'IFN-y. 50 pl/puit de surnageant a £t& pr6lev6 pour dosage de 
cytokines. Afin de d6tecter la replication d'ADN due d une stimulation de division, 

15 50 pi d'une solution de thymidine trittee ( 3 H) (Amersham Life Science, England) d 
1 pCi/puit a 6t£ ajoutee durant les 12 demises heures d'incubation. Les cellules 
ont 6te recoltees dans un r£colteurde cellules automatique (Skatron Inc, Sterling, 
VA, USA), et Tincorporation de Thymidine 3 H quantifiee par scintillation. Les 
resultats sont exprimds en Index de Stimulation (I.S.) et la proliferation a 6te 

20 considers comme positive, lorsque le S.I. est au dessus de 2. 

2.2.7.2 Detection de secretion d'interferon v (IFN-v) 

Les titres d'IFN-y dans les sumageants de culture ont ete determines par 
un methode d'ELISA a double capture. Des plaques Maxisorp (Nunc, Danemark) 

25 a fond plat ont ete coatees par un anticorps monoclonal de rat anti- IFN-y de 
souris primaire (R4-6A2) (Pharmingen, San Diego, CA) dilue dans un tampon de 
0.1 M de carbonate, pH 9.6, et laisse sur la nuit & 4 °C. Entre chaque etape de la 
procedure, les plaques ont ete lavees plusieurs fois avec du tampon PBS 
supplements avec 0,05 % Tween™ (PBS-T). Ensuite, les plaques ont 6te 

30 satur6es avec 3% d'albumine de serum de veau (BSA, Sigma Chemicals, St 
Louis, USA) dans du PBS-T. Des sumageants non-dilu6s ont 6te ajout6s aux 
puits et les plaques incub6es sur la nuit a 4°C, suivi par une incubation d'1 h a 
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temperature ambiante avec un anticorps monoclonal rat anti-souris IFN-y 
secondaire biotinyl6 (XMG1.2, Pharmingen, San Diego, CA) dilu6 dans du PBS- 
T. Les etapes de marquage avec des anticorps couptes a la peroxidase sont 
identiques a celles utilises dans la technique de TELISA. (A.2.1) 

5 

2.27.3 Detection de cellules s6cretrices d'IFN-y par Elispot 

Le nombre de cellules s6cr6trices d'IFN-y a 6te d6termin6 dans des 
spl6nocytes non stimulees 40 heures apr6s qu'elles soient fraTchement Isoldes et 
incubus avec les antigenes. Des plaques de microtitrage (Multiscreen-HA™, 

10 plaque sterile, Millipore) ont ete coatees par 50 pi d'une solution contenant 5 
pg/ml d'anticorps anti-IFN-y (18181 D f Becton Dickinson Co). Apr6s une 
incubation sur la nuit d 4 °C, les puits ont 6te laves et satur6s par une solution de 
5 % de SVF. Des suspensions de cellules de 5 x 10 5 cellules/puit ont 6te 
incubees avec I'antigSne d 50 pg/ml dans un volume total de 200 pi pendant 40 

15 h, a 37 °C dans une atmosphere humidifi§e de 5 % de C0 2 . Les plaques ont 
ensuite ete Iav6es 3 fois avec du PBS-T et 3 fois avec du PBS seul et les puits 
ont alors ete coates par 50pl de solution d'anticorps anti-souris IFN-y biotinyle 
(Becton Dickinson Co, USA) dilu6 au 1/200 et incub6 sur la nuit a 4 °C. Les 
plaques ont ensuite 6t6 lavees de la meme fagon que pr6cedemment, avant un 

20 ajout de 50 pi par puit de phosphatase alcaline coupl6e a la streptavidine 
(Boehringer-Mannheim, Allemagne) d une dilution de 1/2000 dans du PBS. Aprfes 
1 h d'incubation, et lavage des plaques, des spots ont 6te d§tectes par 
d§veloppement d'une reaction coloree avec les reactifs BCIP/NBT a 50 pg/ml a 
Tendroit oCi des cellules individuelles ont s6cr6t6 de I'lFN-y. Les resultats sont 

25 expriirtes comme le nombre de cellules formant des spots par rapport aux 5 x 10 6 
splenocytes. 

2.2.8, Scrums et cellules 

2.2.8.1 D'individus naturellement exposes au parasite . 
30 10 scrums provenant d'adultes vivant dans une forte zone d'end§mie 

(C6te d'lvoire) et naturellement proteges ont 6t6 employfes dans des 6tudes 
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d'ELISA et des immunopurifications d'anticorps sp6cifiques aux antig6nes 
studies. 

Des serums provenant d'individus de deux tranches d'ages allant de 0 -9 
ans ou au dessus de 12 ans, ont et§ s6lectionn6s des Villages Ndiop et Dielmo 
5 (Rogier and Trape, 1995; Trape et al., 1994). Ndiop est situ6 dans une zone 
d'end6mie qui compte environ 20 piqures infectieuses/an, et Dielmo, dans une 
zone qui compte 150 piqOres infectieuses/an. Chaque s6rum dans une des deux 
r6gions correspond en age et en sexe a un serum de I'autre region. 

10 2.2.8.2 D'animaux ou d'humains immunises avec des sporozoTtes jrradi6s. 

Deux chimpanz6s ont 6t§ immunises soit avec des sporozoTtes irradies a 
18 kRad, soit d 30 kRad par 4 injections de 5 x 10 6 sporozoTtes chacune par voie 
intraveneuse. Les 3 premieres immunisations ont ete effectu6es avec 1 mois 
d'intervalle, tandis que la 4* me a 6t6 effectu6e 4 mois aprds la 3* me . Leur s6rum et 

15 les cellules du sang p6riph6rique ont 6te 6tudi6s dans des tests de rgponses 
cellulaires et de reponses humorales aprSs 3 immunisations. Les deux animaux 
ont 6te infect6s par rejection intraveneuse de 4 x 10 4 sporozoTtes (faible dose) 
chacune de P. falciparum et seulement le chimpanz6 immunis6 avec les 
sporozoTtes irradtes d 18 kRad a 6t6 prot6g6 (n'a pas developp6 de parasitemie 

20 sanguine) 

Deux volontaires humains immunises par le m§me moyen, ont re?u un 
rappel avec un nouveau lot de sporozoTtes irradies, et les cellules du sang 
p6riph6rique ont 6te etudtees dans des tests d'EIispot. De plus, le s6rum de 4 
volontaires humains immunises avec des sporozoTtes irradi&s a 6galement ete a 
25 la disposition de la Demanderesse. 

2.2.8.3 D'individus exposes differemment au parasite 

Nous avions a notre disposition des serums de 8 individus exposes 
naturellement au parasite mais sous traitement de chloroquine permanent, ce qui 
30 §limine les stades sanguins a une forme tr6s pr6coce et des s6rums de 5 
individus accidentellement infectes par la transfusion de sang infecte par P. 
falciparum. 
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3) RESULTATS 
3.0: Exemple 1 

Identification de deux antigenes nouveaux DG47 et DG772 de P. falciparum 
5 reconnus par des volontaires immunises avec des sporozoites irradie 

Les clones DG 747 et DG772 ont 6te selectionnSs non settlement a cause 
des criteres initiaux pos6s (detection sur les sporozoites et le stade h6patique, 
ainsi qu'une reconnaissance par des s6rums hyperimmuns), mais parce que 
plusieurs caracteristiques supplementaires nous ont interess6s : le DG747 n'avait 

10 aucune r6activite crois6e avec d'autres prolines de la banque PM, et le DG772 
n'avait qu'une seule r6activite croisee, avec LSA1, le seul antig6ne identify 
comme exprime uniquement au stade hepatique de P. falciparum. De plus, des 
anticorps sp6cifiques des deux proteines marquaient des sporozoites de P. yoelii. 
Un s6quen?age initial a r6v6l6 que ces deux clones contenaient des 

15 inserts appartenant a des genes jusqu'ici inconnus, mais dont la sequence 6tart 
disponible sur les bases de donn6es du genome de P. falciparum. Nous nous 
sommes done consacr6s au travail de la caracterisation moteculaire d'expression 
du stade, de la conservation du g£ne, ainsi qu'a un travail de caracterisation 
immunologique (antigenicity immunogenicite) de ces nouveaux antigenes. Les 

20 resultats ont montre que a) ces deux antigenes induisent une reponse immune 
chez des individus ou des animaux uniquement exposes aux stades pr&- 
6rythrocytaires aussi bien artificiellement (par immunisation) que naturellement 
(sur le terrain), b) qu'ils sont reconnus par des scrums d'individus naturellement 
exposes au cycle entier du parasite, aussi bien dans des zones de faible que de 

25 forte end6mie. De plus, nous avons '6valu§ chez la souris leur potentiel 
immunogdne et protecteur par I'immunisation et ('infection d'6preuve par P. yoelii. 

3.1. Analyse des sequences 

DG747 code pour un polypeptide de 59 acides amines dont les 40 acides 
30 amines (aa) C-terminaux font partie d'une structure rep6titive de 5 x 8 aa riches 
en arginine et en lysine. Cette sequence est identique aux aa 81-140 du g6ne 
PfB0155c (1524 pb, 508 aa) situe sur le chromosome 2 (figure 3.1a). Ce g6ne qui 
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code pour une protSine putative (Gardner et al., 1999), ne comporte ni introns, ni 
peptide signal pr&dits, ni de regions homologues & d'autres prolines qu'elles 
soient de Plasmodium ou d'autres organisrnes. La proteine correspondante a une 
masse moleculaire theorique de 59 kDa, et un point iso6lectrique neutre (7.5), 
5 mais certaines regions ont des pi tr6s variables, par exemple la region retrouv6e 
dans DG747 a une charge positive £ pH neutre. 

DG772 contient un insert de 333 pb, qui sont traduits en 111 aa contenus 
dans un cadre de lecture ouvert. Ce polypeptide correspond a la region des aa 
1146-1256 d'une proline de 1493 acides amines cod6e par un gene situ6 sur le 

10 chromosome 1 (figure 3.1b). La masse theorique de la proteine est de 173 kDa et 
le point iso6lectrique est de 5.05. La proteine est constitute en majority d'acides 
amines polaires et ne contient pas de sites hydrophobes, d part dans la partie N- 
terminale, oCi il pourrait y avoir un site d'ancrage de GPI. Le g&ne ne contient pas 
de repetitions et la sequence nucl&otidique traduite a une forte homologie avec 

15 les prolines de la famille « EBP » (Adams et al., 1992), c'est-a-dire avec des 
regions 5'cys et 3'cys qui sont caracteristiques de cette famille. 

3.2. Expression de stade et conservation du gdne 

Afin d'evaluer plus precis6ment ('expression de stade des deux prolines, 
20 nous avons utilise les techniques d'IFI et de Western blot sur des stades 
difterents de P. falciparum et sur les parasites murins P. yoeliiet P. berghei. 

La surface des sporozoites de P. falciparum a ete marquee par les 
anticorps (humains ou de souris) sp6cifiques de DG747 et de DG772, mais les 
stades erythrocytaires ont 6te marqu6s d'une fa<?on differente pour les deux 
25 groupes d'anticorps. Les anticorps anti-His 6 -747 (anti-747) marquent peu les 
stades jeunes, mais fortement les stades schizontes murs, avec un marquage 
localise autour des structures knob (figure 3.2 image A), tandis que les anticorps 
anti-Hise-772 (anti-772) marquent le parasite d'une fa$on plus homogtne tout au 
long du stade §rythrocytaire. Dans les especes murines P. yoe//7 et P. berghei, la 
30 surface des sporozoites a ete fortement marquee par les anticorps sp6cifiques 
des deux antig£nes. 



CA 02346968 2001-05-23 



35 

Afm de definir les tallies des proteines detectees, nous avons aussi 
effectue un Western Blot des extraits proteiques de parasites sanguins de P 
falciparum avec les m§mes anticorps (figure 3.3 a et b). 

Les anticorps anti-747 marquent un polypeptide d'environ 70 kDa aussi bien dans 
5 les extraits d'anneaux que ceux de schizontes, tandis qu'aucune bande n'a ete 
detectee dans les Erythrocytes non parasites. Le polypeptide detecte par des 
anticorps anti-772 est plus grand, d'une masse mol6culaire de 150 kDa, et est 
detects aussi bien dans les anneaux que dans les schizontes. Le marquage 
d'extraits proteiques de P yoelii a detecte un polypeptide de 70 kDa pour les 

10 anti-747 dans les sporozoTtes et les stades sanguins et un polypeptide de 60 kDa 
pour les anti-772, seulement detecte dans les sporozoTtes de P. yoelii. 

De plus, afin de confirmer la presence des proteines et leur Constance 
depression d la surface des sporozoTtes provenant de plusieurs parasites 
diff6rents, nous avons examine par IFI des lots de sporozoTtes provenant de 

15 differents isolats Thai de P falciparum. Le serum anti-772 a marque tous les 
sporozoTtes, tandis que seulement 7 sur 10 des isolats testes etaient marques 
par les anti-747. De meme, des amplifications par PCR avec des amorces 
sp6cifiques pour les deux fragments de gene (indiqu&es dans les figures 3.1a et 
3.1b) ont ete effectuees avec de I'ADN issu de stades sanguins de 12 souches 

20 differentes de P falciparum (figure 3.4). Les produits PCR correspondant au 
DG772 ont 6te amplifies a partir des 12 6chantillons et leur taille 6tait similaire, 
tandis que les amorces specifiques pour DG747 n'ont pu amplifier un fragment 
qu'a partir de 9 des 12 ADN. II faut preciser que toutes les Iign6es de parasites 
utilises dans ce travail (T9-96, NF54 et 3D7) contiennent les g6nes 

25 correspondents. Ces resultats indiquent une variation au niveau de I'expression 
ou de la presence de DG747 dans des souches parasitaires, car au total, 
seulement 15 sur 22 parasites ont sembte contenir le gene du DG747 ou ont 
montr6 une reactivity positive en IFI. Une des amorces utilises pour la d6tection 
du gene codant pour DG747 est situ6 dans la partie 3' des repetitions contenues 

30 dans le DG747, tandis que I'autre est situee plus en aval ce qui pourrait expliquer 
Tabsence d'amplification par PCR, s'il existait une variation au niveau du nombre 
de ces repetitions. Toutefois, les resultats restent S confirmer, de preference sur 
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de I'ADN issu de parasites isoles sur le terrain, car tous les parasites testes en 
PCR ont 6te cultiv6s d plus ou moins long terme in vitro, ce qui peut entramer 
des deletions au niveau chromosomal. Le ph6nom6ne de deletion a d'ailleurs 
aussi ete observe dans des populations de parasites in vivo (Corcoran and 
5 Kemp, 1986). 

3.3. Reconnaissance par le systeme immunitaire humain dans des zones 
endemiques 

En plus de I'etude de la Constance d'expression de I'antigSne, nous avons 
10 etudie la prevalence des reponses humorales d'individus vivant dans des zones 
de forte (Dielmo) ou de faible (Ndiop) end£mie, et dans deux groupes d'dge 
differents dans ces deux zones (figures 3.5a et 3.5b) 

On observe une meme prevalence (40 %) contre 747 dans la zone de faible 
endemie, sauf que le nombre d'individus qui rdpondent fortement (I'intensite de 

15 reponse par rapport aux temoins) augmente avec l'§ge. Dans la zone de forte 
endemie, le nombre de repondeurs contre 747 augmentent avec rage, ainsi que 
I'intensite de la reponse, et la prevalence chez les adultes, que Ton peut 
considerer comme ayant acquis une immunite, est de 85 %. De plus, ces 
reponses semblent correiees avec Texposition au sporozoite, car le taux 

20 d'anticorps est plus 6lev6 chez les individus d'un groupe d'age donne dans une 
zone de transmission plus forte. Toutefois, dans une m§me zone, la r6ponse n'a 
pas change d'une fagon significative durant des saisons de plus faible 
transmission (saison seche) (resultats non montr6s), ce qui pourrait correspondre 
a la reponse contre les stades sanguins et/ou indiquer que la r6ponse immune 

25 anti-747 est de longue dur6e. La reponse induite par DG747 augmente en 
prevalence et en intensite en fonction de I'exposition et de la duree d'exposition 
au parasite (age). 

La reponse anti-772 augmente comme l'anti-747 en fonction de r§ge, mais 
avec une augmentation beaucoup moins importante, par rapport au taux de 
30 transmission observe entre Ndiop et Dielmo et par rapport £ l'§ge. Le taux de 
reponses anti-772 mesur6 en % de prevalence et en intensite est plus 6!eve pour 
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les individus de bas fige que celui des reponses anti-747, mais moins forte (75 
%) que l'anti-747 (85 %) £ Dielmo dans les individus immuns. 

3.4. Comparalson des r6ponses induites par des stades differents du 
5 parasite 

Nous avions le privilege d'etre en possession de cellules issues d'individus 
immunises avec des sporozoTtes irradies, et de scrums provenant de personnes 
exposees de fapon diff6rente d I'infection parasitaire. 

10 3.4.1. R6ponses cellulaires 

Toutes ces etudes ont ete effectu6es en etroite collaboration avec Jean- 
Pierre Sauzet dans le laboratoire. Compte tenu du peu de materiel dont nous 
disposions, nous avons restreint les analyses afin de detecter ce que nous avions 
pr6c6demment defini comme un des criteres importants (r6le dans la protection) 

15 pour revaluation d'un potentiel vaccinal au stade pr6-6rythrocytaire. Nous avons 
etudie la secretion de IFN-y de cellules issues de 2 individus immunises avec des 
sporozoTtes irradies de P falciparum, car nous avions observe, lors de I'analyse 
d'autres antigenes, et en particulier de LSA3, un candidat vaccin 6tudi6 dans 
notre laboratoire (Daubersies et al., 2000), que le taux de secretion de cette 

20 cytokine semble etre correle d la protection. Chez ces deux volontaires, le 
nombre de cellules secretant NFN-y contre DG747 et DG772 est aussi eleve que 
pour les recombinants issus de LSA3 (729 et PC), (figure 3.6a). De plus, nous 
avons examine si les reponses immunes cellulaires mesurees par la proliferation 
de lymphocytes T et la secretion dIFN-y differaient entre deux chimpanz6s 

25 immunises avec les sporozoftes irradies de P. falciparum, mais dont un n'etait 
pas protege, (figure 3.6b et figure 4.3). 

Les cellules du systeme immunitaire de Panimal immunise avec les 
sporozoTtes irradies viables (18 kRad) et ulterieurement protege, ont reconnu les 
antigenes DG747 et DG772, ainsi que I'ont fait les cellules de I'animal immunise 

30 avec des sporozoites irradies non-viables (30 kRad), et pas protege lors d'une 
infection d'epreuve. 
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Les proliferations lymphocytaires sont a la limite de la valeur seuil, tandis 
que les taux de secretion d'IFN-y sont 6lev6s, aussi bien pour la quantity de 
cytokine detectee que pour le nombre de cellules s6cretrices (d6tecte par 
Elispot). Ceci est valable aussi bien pour les animaux efficacement immunises et 
5 ceux n'6tant pas proteges. Cependant, il semble que les taux de reponses sont 
plus Aleves pour les animaux immunises avec les sporozoites irradtes de 30 
kRad. Les r6ponses induites par 747 sont plus fortes que celles qu'induit 772, et 
les deux plus fortes que celles induites par LSA3. 

Les cellules prelev6es sur des animaux ayant subi une immunisation 
10 suppl&mentaire par les sporozoTtes irradtes ont 6t6 endommag6es lors du 
transport a partir du centre de primatologie en Afrique, et nous n'avons done pas 
pu etudier la presence d'un « boost » induit contre ces antig6nes. 

3.4.2. £tude des reponses humorales 

15 Nous n'etions pas en possession des cellules de tous les groupes humains 

exposes de fa?on differente d I'infection parasitaire, mais nous avons pu etude en 
detail la r6ponse humorale (isotypes d'lgG) de volontaires immunises avec des 
sporozoites irradtes (ISS, seulement exposes aux stades pr6-6rythrocytaires), 
d'individus naturellement immuns vivant en zone de forte end6mie (exposes a 

20 tous les stades du parasite), et d'un individu ayant §te accidentellement infecte 
par le paludisme par transfusion sanguine, (uniquement expose aux stades 
sanguins) (figure 3.7a et 3.7b). 

Pour les deux antig&nes, la difference la plus grande est observ6e pour 
Tisotype cytophile lgG1 dont le taux est beaucoup plus eleve dans le s6rum 

25 d'individus immuns (SHI) que dans le s6rum issu du malade infects par 
transfusion ou de volontaires ISS. Les reponses de ces deux derniers groupes 
sont assez semblables et ne font pas apparaitre de desequilibre entre anticorps 
cytophiles (lgG1 et lgG3) et non cytophiles (lgG2 et lgG4). Nous avons en outre 
remarque que le s6rum issu d'un individu expos6 longuement au parasite, mais 

30 sous prophylaxie permanente (le PM), a le meme profil en isotypes que les ISS. 
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3.5. Immunogenic!** chez la souris 

Des souris de deux souches differentes ont 6t6 immunis6es avec les 
recombinants sous formes de prolines, avec des adjuvants differents ou sous 
forme de constructions d'ADN « nu », sans adjuvant. 
5 Une etude preliminaire avec une construction ADN nu ne comportant pas 

de sequence signal permettant I'exportation de la proline synthetis6e a 6t6 
effectu§e. Les souris immunises n'ont g6n6r6 aucune reponse humorale, que 
cela soit pour ces deux antigdnes ou pour d'autres etudies simultanement. 
Cependant, nous avons detecte des reponses cellulaires specifiques anti-747 et 

10 anti-772. Aussi bien les proliferations de lymphocytes T que le taux de secretion 
d'IFN-y ont 6te testes pour deux souches de souris, la C3H et la BALB/c. Les 
profits de reponses sont presentes dans les tableaux 3.1a et 3.1b ou Ton peut 
remarquer que pour le cas des reponses cellulaires de souris immunises avec 
pNAK747, il y a aussi bien des stimulations de proliferation que de secretion 

15 d'IFN-y, tandis que pour pNAK772, les proliferations des cellules T ont 6te tres 
peu stimulees par rapport a la stimulation de secretion d'IFN-y qui est 
considerable. Parmi toutes les souris immunis6es, le niveau le plus 6lev6 de 
secretions d'IFN-y est obsen/6 lorsque le niveau de stimulation de proliferation 
est le plus bas. 

20 Les vaccinations par les autres formulations (profeine recombinante et 

ADN nu avec une sequence signal) ont toutes induit une reponse humorale chez 
les souris (figure 3.8). Tous les scrums issus de ces souris immunis6es 
reconnaissent la profeine native en tests d'IFI et le marquage correspond avec 
celui observe pour les anticorps humains immunopurifies. 

25 Les reponses anti-747 presentent un profil similaire pour toutes les souris 

immunisees et toutes les formulations utilises, avec une reponse isotypique a 
preponderance lgG2b. Les reponses anti-772 sont aussi similaires entre souris et 
formulations de vaccins, mais avec une nette predominance des lgG1. Le profil 
isotypique depend done de i'immunogene plus que du mode de presentation 

30 utilise. Cependant, les titres £ point final sont beaucoup plus elev£s lorsque Ton 
immunise avec des proteines recombinantes (1/200.000) par rapport & I'ADN 
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(1/2000), et les titres des serums de souris immunises avec His 6 -772 sont plus 
Sieves que ceux des His Q -747. 

Puisque nous avions observe une r6activite croisSe avec le stade 
sporozoTte de P. yoelii, nous avons teste le potentiel protecteur de ces antig^nes 
5 par Tinfection avec des sporozo'ftes de cette esp6ce de souris immunises avec 
les proteines recombinantes. La parasitemie a ete suivie par Tobservation des 
formes sanguines sur des frottis d partir du jour 3 de ('infection et pendant 12 
jours cons6cutifs. Nous n'avons observe aucune protection quelle que soit la 
souche de souris utilis6e, car la parasitemie a ete detectee au meme jour que 
10 celle des souris non immunisees, et la courbe 6tait semblable a celle des souris 
temoins (r§sultats non-montr6s). 

3.6 Donnees supplementaires 

3.6.1 DG772 

15 Par RT-PCR sur TARN total issu de sporozo'ftes et de parasites sanguins, 

les inventeurs ont pu determiner les sites d'6pissage de TARN messager 
correspondant au gene codant La sequence des amorces a 6t6 extraite des 
donn§es du genome de Plasmodium falciparum. 

Les produits d'amplification sont de tallies identiques dans les stades 

20 sporozo'ftes et les stades sanguins, et different de la taille du produit obtenu par 
amplification de I'ADN genomique et par s£quen?age les sites d'6pissages se 
sont av6r6s d'etre identiques (voir les introns indiques dans la figure). 

Le g6ne codant pour DG772 appartient d une famille de prolines 
identifies par un motif partage. Toutes les proteines de la famille des EBP 

25 (Erythrocyte Binding Proteins) partagent des motifs conserves de r6sidus 
cysteine dont I'agencement est similaire pour toutes les proteines. Cependant, le 
degr6 d'identite ne d6passe pas 31 % (max. 57 % d'homologie), m£me dans les 
regions les plus conserves. 

30 3,6.2 Tests d , immunoQ6nicite envisages dans les humains. 

D'apr^s nos resultats obtenus dans les souris, nous pouvons confirmer 
que les antigenes DG747 et DG772 employes aussi bien sous forme d'ADN que 
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sous forme de proline recombinante sont immunog§nes. De plus, du fait que les 
proteines recombinantes sont reconnues par des individus immunises et 
proteges contre I'infection par des sporozoTtes de Plasmodium falciparum 
indiquerait un rdle de ces antigfenes dans I'immunite pr6-6rythrocytaire. Un test 
5 dans des primates, et en particulier des chimpanz6s va nous permettre des 
resultats preliminaires qui nous permettront de choisir la formulation optimale 
pour des tests cliniques chez I'humain. 

Dans les essais de phase I, afin d'&tudier l'immunog§nicit6 et la sOrete du 
produit, nous envisageons trois formulations toutes pr6par6es dans des 

10 conditions GMP: 1) I'antigene sous forme de proline recombinante purifiee d 
partir de la bacterie Lactococcuc lactis (utilisation permise dans les humains) 
adjuv6e avec I'adjuvant SBAS2 (GSK) ; 2) la construction d'ADN dans le vecteur 
Vical™ (Avantis Pasteur) ; et 3) des lipopeptides synthetiques injectes sans 
aucun adjuvant (v. LSA3) . Ces formulations vont etre distributes par injection 

15 sous-cutan£e (au niveau du deltoTde). Par des tests preliminaires, nous savons 
que les antigenes Hise-747 et Hise-772 induisent des rgponses cellulaires et des 
rtponses humorales chez des individus n'ayant 6t6 exposes uniquement aux 
stades pr6-6rythrocytaires. Nous aliens ensuite gtudier les rtponses cellulaires et 
les rtponses humorales des individus immunises par les formulations choisies en 

20 les comparant avec celles observes dans des individus immunises avec des 
sporozo'rtes attenues par irradiation et proteges contre une infection d'6preuve 
avec des sporozoTtes non-attenu6s. En fonction de ces rtponses, une infection 
d'tpreuve avec des sporozoTtes de Plasmodium falciparum sera envisagte. 

25 3.6.3 Homoloaie avec d'autres sequences nucteotidiques . 

Une hybridation par Southern blot dans les conditions stringentes standard 
(0.1 X SSC, 60 °C) ne donnerait lieu £ aucune autre hybridation qu'avec le gtne 
correspondant. 

30 3.6.4 Recherche d'homoloqie par des movens bioinformatiaue 

Les recherches ont 6t6 effectutes avec le logiciel BLAST (tblastx et blastn) 
sur toutes les bases de donnees disponibles du genome de Plasmodium 
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falciparum ainsi que les bases de donn6es d'autres organismes. Les parametres 
utilis£es sont les parametres de d6faut trouv6es sur les site 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

5 3.7 Discussion 

Ce travail qui fait partie de retude des antigenes exprim6$ aux stades pre- 
erythrocytaires nous a permis une premiere caracterisation et revaluation du 
potentiel vaccinal de deux nouveaux antigenes de P. falciparum. Ces deux 
antigenes ont des caracteristiques differentes au niveau moieculaire. D'une part, 

10 la proteine dont fait partie le DG747 contient des repetitions, tandis que la 
molecule contenant le DG772 n'a aucune repetition directe. Le gene Pfb0155c 
codant pour DG747 est petit (1524 bp) et contient une region repetitive e laquelle 
appartient DG747. Nous n'avons pas pu detecter la presence du g£ne par PCR 
dans toutes les souches, ni pu observer une reactivite avec toutes les souches 

15 de sporozoTtes etudiees. L'absence observ6e peut etre due a une reelle deletion 
du gene ou aux procedures exp6rimentales. En effet, une des amorces utilisees 
pour la detection de la partie codante pour DG747 chevauche la partie repetitive, 
ce qui peut entramer une difficult^ a amplifier un gene contenant une repetition 
plus grande, ou & detecter un gene contenant moins de repetitions. De plus, ceci 

20 est aussi le cas pour la detection en immunofluorescence indirecte ou un nombre 
eventuel de variations de repetitions peut changer I'affinite des anticorps 
sp6cifiques, si I'epitope cible chevauche cette region, ^expression detectee par 
IFI semble etre pr6sente tout au long du cycle parasitaire asexu6 dans I'h&te 
vertebre (nous n'avons pas analyse les stades sexues). Malgre la presence de 

25 repetitions dans le DG747, nous n'avons pas detecte de reactivite croisee avec 
d'autres antigenes de P. falciparum. La sequence du gene entier n'a pas 
d'homologie avec d'autres proteines plasmodiales jusqu'ici identifiees, et nous 
n'avons pas encore dedications sur une fonction biologique 6ventuelle. 

Le DG772 ne contient pas de repetitions et sa presence semble etre 

30 constante, qu'elle soit detectee par PCR ou par IFI. Au niveau biologique, le gene 
codant pour DG772 s'avere etre interessant. Nous avons trouve par homologie 
de sequence que ce gene de 5300 bp de cadre de lecture ouverte fait partie de la 
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famille des EBP (Erythrocyte Binding Protein) (Adams et al., 1992), mais que la 
sequence de DG772 n'appartient pas aux regions conserves de cette famille, il 
ne partage qu'une petite partie de sequences avec Textrfemite N-terminale de la 
region 3'cys. D'ailleurs, il n'a pas de reactivites croisees ni d'homologie de 
5 sequence avec DG249, un autre clone faisant partie d'une des parties consensus 
du gene codant pour EBA-175. II se peut que DG772 fasse partie d'une region 
qui confere une particularity a chaque molecule de cette famille. La presence de 
deux molecules de la famille d'EBP (EBA-175 et 772) sur les sporozoTtes pourrait 
impliquer qu'il existe plusieurs molecules de cette famille qui interviendraient de 
10 fa9on alternative dans le processus d'invasion comme d6crit dans les stades 
sanguins. 

Une connaissance de la prevalence est utile lors de revaluation d'un 
candidat vaccin, et les prevalences obtenues pour DG747 et DG772, de 85% et 
75 % ,sont importantes. Cette etude a montr6 ('antigenicity importante d'un petite 

15 partie des deux molecules, et a suggere qu'il y aurait un interet a etudier plus en 
detail d'autres epitopes de la m§me molecule. La reponse humorale detectee 
contre DG747 et DG772 dans des individus exposes en permanence indique qu'il 
y a une preponderance en r6ponse lgG1 (type cytophile) developpee lors d'une 
exposition soutenue qui n'est pas retrouvee dans le cas de paludisme 

20 transfusionnel. Par contre, les profils de r6ponses humorales obtenus pour deux 
groupes exposes aux stades pre-6rythrocytaires £ plus ou moins longue dur6e 
(PM et ISS) se ressemblent, et le niveau d'lgGI est bas, ce qui indique que cet 
isotype traduit I'exposition r6p6tee de I'antigene aux stades sanguins. L'6tude 
des reponses cellulaires dans ces m§mes zones devra etre effectuee afin d'avoir 

25 une notion plus precise des reponses immunitaires induites par ces antig6nes. 

Aux stades pr6-6rythrocytaires, nous avons observe une induction de 
reponse cellulaire par ces antigenes aussi bien dans des chimpanzes que chez 
des humains. Nous avons observe la secretion IFN-y, decrit comme un facteur 
intervenant dans la protection contre les stades pre-erythrocytaires. La difference 

30 de reponse observ6e chez les chimpanzes en fonction de la dose d'irradiation 
pourrait signifier que les antigenes sont reconnus aussi bien sur les sporozoites 
que dans les stades hepatiques. En effet, les sporozoTtes irradies e 30 kRad sont 
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incapables de p6n6trer dans I'hepatocyte, et les r6ponses d6tect6es sont done 
seulement dues & cette exposition, tandis que les sporozoTtes irradi£s a 18 kRad 
se developpent dans I'hepatocyte, et les reponses detectees sont done dues & ce 
stade. II serait interessant d'etudier de plus pr6s les reponses induites dans ces 
5 deux animaux (restriction MHC1), et I'induction de « boost » de r6ponse lors de 
plusieurs immunisations successives. Ce travail a aussi montre que dans ces 
deux fragments d'antigdnes, il existe aussi bien des Epitopes T que des Epitopes 
B. 

L'immunogenicite induite par les deux antigenes dans la souris est 

10 differente avec une predominance d'lgGI pour le DG772, qui n'est pas observee 
pour DG747. Par contre, nous Savons observe aucune difference dans les 
r6ponses en fonction des formulations, ce qui est interessant car la presentation 
des molecules n'est pas identique pour chaque formulation. Les reponses 
cellulaires uniquement obtenues pour la formulation n'ayant pas induit de 

15 reponses humorales detectables montre qu'il y a eu aussi bien des proliferations 
de lymphocytes, que des secretions d'lFN-y en fonction des souris. Les 
secretions d'lFN-y ont tendance d etre plus 6lev6es lorsque les taux de 
proliferation sont bas, mais ceci reste £ etre etudie plus precisement avec un 
nombre plus elev6 de souris. L'absence de protection des souris immunis6es ne 

20 permet pas d'exclure une protection chez I'homme ou par infection avec P. 
falciparum car les epitopes cibles ne sont pas n6cessairement les mSmes. Afin 
d^tudier un rfile dans Tinteraction P. falciparumlh&te vert6bre, nous avons a 
disposition un modele in vitro avec des hepatocytes humains et des sporozoTtes 
de P. falciparum qui permettront retude de Tinhibition de I'invasion, et les etudes 

25 in vivo seront possibles dans un modeie de singes AotuslP. falciparum qui se 
trouve en Colombie. Actuellement, nous sommes en train d^ffectuer le travail 
necessaire pour completer les analyses entamees sur ces antigenes pour ce qui 
est de rimmunog6nicite. 
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Tableau D1 :Recapitulatif des antigenes pre-erythrocytaires du paludisme 
connus a present*. 



Antigene 


References 1 


Sta< 

S 


jes d'e 
H 


xpressi 
SSA 


sss 


Localisation 3 


Struc 
Intron 


lures i 
Reps 


CS 


(Nardin et al.. 19821 


+ 


j 


- 


- 


CHR3 


+ 


+ 


LSA1 


(Guerin-Marchand etal.. 1987) 




j.m 


- 


- 


CHR4 


- 


+ 


TRAP 


(Robsonetal.,1988) 


+ 


j.m 


m 


- 


CHR13 


- 


+ 


PfHsp70 


fReniaetal.. 1990> 


+ 


j,m 


j,m 




CHR13 




+ 


STARP 


fFidocketaL 1994) 


+ 


j.m 






CHR12 


+ 


+ 


EXP-1 


(Koenen et al., 1984), 
(Sanchez et al.. 1994) 


- 


m 


j.m 


Nt 


CHR12 


- 


+ 


Pfs16 


(Bruce et al.. 1990) 


+ 


nt 


_ 


+ 


? 


m 


m 


SALSA 


(Bottius et al.. 1996) 


+ 


j.m 


- 


- 


CHR2 


+ 


- 


LSA3 ; 


(Daubersies etal., 2000) 


+ 


j.m 






CHR2 


+ 


+ 


PfEMP3 


(Pasloske et al., 1993), 
(GrQneret al.. 2001) 


+ 


j.m 


j,m 




CHR2 


+ 


+ 


GLURP 


(Borre etal., 1991) 




m 


j.m 


Nt 


CHR10 




+ 


EBA-175 


(Camus and Hadley, 1985) 


+ 


j,m 


j.m 




CHR4.13 
? 


+ 




DG747 • ••• 




m 




Mi 


ill 




: V.; 


ill! 


DG772:' * 



















* Les antigenes en gris sont les antig&nes caracteris6s dans cette demande. 
5 NT : Non teste 

1 : La presence aux stades pr6-6rythrocytaires d'autres antigfenes (MSP-1) a aussi 6te sugg6r6e, 
mais les tesultats prSliminaires restent d confirmer. Les references soulignSes indlquent I'annSe 
de d6couverte de I'expression pr6-6rythrocytaire. 

2. S : sporozoTte ; H : Stade h6patique jeune et mOr ; SSA : Stade Sanguin asexuS jeune et mGr ; 
10 SSS : Stade sanguin sexu6. 3. ST : sub-t6lom6rique. Les caracteres en gras indiquent la forme 

du stade oft le marquage est le plus intense. 

3. La plupart des localisations chromosomales a £t£ faites par recherche d'homologie sur des 
bases de donn6es 
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Tableau 3.1a: Stimulation de proliferations cellulaires et de secretion 



d'lFN^ par His 6 -747 apres 3 immunisations avec pNAK747. 



Souche de souris 


Proliferation lymphocytaire 

Index de stimulation 
His 8 -747 pGEX- NN 


Interferon gamma 
lU/ml 

HiSe-747 pGEX- NN 


j C3H 


8.6 ± 3.0 


3.2 ±1.1 


7.0 ± 0.4 


4.0 ±0.9 


C3H 


23.6 ± 5.9 


8.8 ±2.9 


7.0 ±0.7 


4.0 ± 0.2 | 


C3H 


3.0 ±0.9 


1.1 ±0.1 


16.0 ±1.9 


1.0±2.1 


Positifs 


2/3 




1/3 




BALB/c 


2.7 ±0.2 


1.3±0.2 


40.0 ± 5.0 


24.0 ±3.0 


BALB/c 


23.6 ±4.3 


3.0 ±0.3 


15.0 ±4.4 


8.0±1.8 


BALB/c 


33.7 ± 7.2 


5.9 ±0.3 


16.0 ±1.5 


10.0 ±4.2 


Positifs 


2/3 




3/3 





pGEX-NN : antigfcne de P. falciparum non cross-feactif avec His fl -747. 
Les r6sultats positifs sont en gras. 

5 



Tableau 3.1b: Stimulation de proliferations cellulaires et de s6cr6tion 



d'lFN-? par His 6 -772 apres 3 immunisations avec pNAK772. 



souche de souris 


Proliferation lymphocytaire 

index de stimulation 
His 6 -772 pGEX- NN 


Interferon gamma 
lU/ml 

Hise-772 pGEX-NN 1 


C3H 


0.9 ±0.1 


0.7 ±0.1 


23.9 ± 2.0 


10.7 ±2.9 I 


C3H 


0.9 + 0.2 


0.6 ±0.1 


1.7 ±2.0 


3.3 ±2.1 


| C3H 


0.8 ±0.2 


0.9 ±0.2 


6.6 ±0.1 


5.8 ±2.6 


Positifs 


0/3 




1/3 




BALB/c 


3.5 ± 0.3 


2.7 ±0.4 


24.0 ± 2.2 


10.8 ±3.0 


BALB/c 


1.9±0.3 


1.2 ±0.4 


31.3 ±7.1 


5.6 ± 0.9 


BALB/c 


3.2 ± 0.9 


1.5 ±0.2 


25.0 ±12.1 


6.9 ±1.5 


Positifs 


1/3 




3/3 





pGEX-NN : antig6ne de P. falciparum non cross-r6actif avec HiSe-772. 
1 0 Les rgsultats positifs sont en gras 



CA 02346968 2001-05-23 



47 

Tableau 4.1 : Reponses cellulaires de souris apres 5 immunisations avec 
pNAK438*. 



souris 


Proliferation (I.S.) 


Secretion d'lFN-v 


Anticorps ' 


C3H 


2.3 ± 0.3 


2.212.0 




C3H 


1.811.1 


15.6 ±4.0 




C3H 


3.2 ±1.3 


0.5 ±0.2 




Positifs 


2/3 


1/3 




BALB/c 


4.311.6 


26.2 ± 6.3 




BALB/c 


5.3 ± 0.6 


29.3 ± 8.5 




BALB/c 


15.3 + 2.2 


12.7 ±8.7 




Positifs 


3/3 


3/3 





* Les taux de reponses sont repr6sent6s par rapport aux rSponses obtenues par une valeur seuil. 
La valeur seuil est calculge en faisant la moyenne des reponses d'animaux non-immunis6s et 
5 cede des animaux immunises contre un antig&ne non-relevant, comme I'OspC, une proline de la 
Borrelia burgdorferi. 

Tableau 4.2 : Detection d'expression par IFI avec des anticorps humains 
immunopurifies ou des serums de souris specifiques 
10 anti-HiSe-680 



Parasites* 


a-His 6 -680 
souris ou humains 1 


SporozoTtes P. falciparum NF54 
SporozoYtes P. yoelii clone 1.1 


++ 
++ 


Stade h§patique P. falciparum 


++ 


Stade sanguin T23 
anneaux/schizontes 
Stade sanguin NF54 
anneaux/schizontes 


++/+++ (75%) 
++/+++ (75%) 



* Les sporozoltes de Plasmodium falciparum viennent de la souche NF54. 
T23: souche de provenance thai; NF54 souche d'origine africaine. 
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Tableau 5.1 : Reactivites croisees detectees en Western blots entre 
membres de la famille Pf11-1 



E43 



E263 



E322 



E453 



E525 



E563 



E571 



E676f 



E571 



P43 



P263j P322 | P453 | P525 j P563 j P571 | 




Reaction forte 
R6action moyenne 



E : anticorps immunopuriftes (6lu6s) sur les prolines recombinantes correspondantes. 
P : proline recombinante. 



Tableau 5.2: Reactivites croisees au niveau nuc!6otidique entre les clones 



de la famille Pf11-1* 



clones PM 


PCR571 (1) 


sonde controle 


j 43 


+++ 


++ 


88 


++ 


0 


I 322 


+++++ 


+++++ 


I 525 


++++ 


+++++ 


563 


++++ 


++++ 


571 


+++++ 


+++++ 


676f 


+++++ 


++++ 


729E 


+++ 


+++++ 


263 


++++ 


NT 


I 381 


++ 


NT i 


453 


+++ 


NT 



1 0 * Uintensite du signal est symbolise par des croix. 
NT : non teste. 
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Tableau 5,3 : Homologies de sequences des clones Studies par BLAST 



Clone 


Taille 
nucieotidiaue 1 
(bp) 


Repetitions 
acides amines 


Homologie 

Nucleotides 
Prolines 


Degr6 d'homologie 
avec 571 
Nucleotides 
Proteines 


DG43 


900 


PIVeELLEE 


PM1-1 Part 1 :94 %, 100% (=88) 


80%, 80% 


DG88 


900 


PiVeELLEE 


Pf11-1 Part 1 :94 %, 100%(=43) 


Idem DG43 


DG263-7 


253 


Non 


P. falciparum Chr 12 95%, 60% 




DG263-8 


176 


Non 


PJ. CHR12 95%, 45% 
humain chr22 58% 


- 


DG322-1 


500. 


- 


- 


- 


DG322-2 


2000 


PeeVLEEvi 


PM1-1 86%, 65% 


79% - 


DG381 


400 


PEklvEEVI 


plastid tRNA 100%, CHR2 71% 




DG453 


300 


PIVEEvVEE 


Pf11-1 Part 2 88%, 83% 


93%, 72% 


DG525 


450 


PeleEVEvI 


GLURP R2 98%, 100% 




DG563 


438 


PIVEEwEE 


Pf11-1 Part 4 : 86%, Part 1 68% 


75%, 56%, 


DG571 


550 


PEEilEEiv 


Pf11-1 Part 5 87%, 55% 


100%, 100% 


DG676f 


2000 


PvVEEvLEE 


Pf1 1.1 Part 488 % t Part 5 75% 


74%, 44% 


DG729E 


U 




ma!3P5 100% 





1 : Taille estimee par rapport aux produits PCR obtenus, ou la taille precise lorsque le clone entier 
a ete sequence. 

CHR : Chromosome; part : partie 
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Tableau 5.4: Reactivite en IFI testes avec des anticorps specifiques aux 
His 6 -571 etVi571 



Parasites 


a-HiS6-571,aVi571 
souris ou humains 


SporozoTtes P falciparum NF54 
SporozoTtes P. yoelii clone 1.1 


++ 
++ 


Stade hepatique P. falciparum 


++ 


Stade sanguin T23 anneaux/schizontes 
Stade sanguin NF54 anneaux/schizontes 


++/+++ (75%) j 
++/+++ (75%) 
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Tableau 5.5 : Reponses cellulaires des souris immunisees avec pNAK571 



souche de souris 


Proliferation lymphocytaire 

Index de stimulation 
571 pGEX NNpGEX 


Interferon gamma 
lU/ml 

571 pGEX NNpGEX 


ton mone 


0.9 ±0.1 


0.7 ±0.05 


31.0 ±2.5 


21.21±10.6 




0.9 ±0.2 


0.7 ±0.1 


30.2 ±2.6 


10.50 ±2.03 




0.8 ±0.2 


0.9 ± 0.2 


16.8 ±0.1 


6.65 ±2.8 i 


Positifs 


0/3 




2/3 




BALB/c 


3.5 ± 0.3 


2.7 ±0.13 


23.1 ± 0.9 


10.36 ±2.2 j 


BALB/c 


1.9 ±0.3 


1.2 ±0.1 


15.9 ±2.1 


8.63 ±3.9 


BALB/c (morte) 


3.2 ± 0.9 


1.5 ±0.1 


5.3 ±1.3 


1.06 ±0.5 


Positifs 


2/3 




3/3 





NNpGEX : recombinant de fusion GST de LSA3 non relevant 



Bien que la presente invention ait ete decrite par rapport aux realisation 
concretes et privilegtee, il apparaltra toutefois evident aux personnes versees 
dans Tart ou la science en cause qu'il est possible d'introduire un certains 
nombres de variations et modifications sans d§roger d la portee de I'invention 
10 decrite dans ce document. 
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REVEND1CAT10NS: 

1. Polynucleotide purifie caract6ris6 en ce qu'il comprend une sequence 
nucl6otidique ayant au moins 60 %, pr6ferablement au moins 80% et plus 

5 pr6ferablement au moins 95% d'identite avec la SEQ ID NO: 1 (DG747) ou la 
SEQ ID NO: 2 (DG772). 

2. Polynucleotide purifie caracterise en ce qu'il comprend au moins 10 
nucleotides consecutifs identiques a la SEQ ID NO: 1 ou la SEQ ID NO: 2. 

10 

3. Polynucleotide purifie caracterise en ce qu'il s'hybride dans des conditions 
de fortes stringences avec un polynucleotide selon la revendication 1 ou la 
revendication 2. 

15 4. Polypeptide purifie caracterise en ce qu'il est code par un polynucleotide 
selon Tune quelconque des revendications 1 d 3. 

5. Polypeptide purifie caract6ris6 en ce qu'il pr6sente au moins 60 %, 
pr6ferablement au moins 80% et plus pref6rablement au moins 95% d'homologie 

20 avec la SEQ ID NO: 3 (DG747) ou la SEQ ID NO: 4 (DG772). 

6. Polypeptide purifie caracterise en ce qu'il comprend au moins 5 acide 
amines consecutifs identiques a Tune des sequences choisies dans le groupe 
constitue par les SEQ ID NOs: 3 a 7, et la SEQ ID NO: 8. 

25 

7. Polypeptide purifie caracterise en ce qu'il pr6sente au moins 40% 
d'identite avec un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 4 a 6. 

8. Polypeptide recombinant ou chimerique caracterise en ce qu'il comprend 
30 au moins un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 4 £ 7. 
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9. Antigfene caracterise en ce qu'il consiste en un polynucleotide selon Tune 
quelconque des revendications 1 £ 3, ou en un polypeptide selon Tune 
quelconque des revendications 4 3 8. 

5 10. Conjugue antig6nique constitu6 de polynucleotides selon Tune quelconque 
des revendications 1 £ 3, et/ou de polypeptides selon Tune quelconque des 
revendications 4 £ 8; et d'un support sur lequel lesdits polynucleotides/ 
polypeptides sont adsorb6s. 

10 11. Conjugue selon la revendication 10 caracterise en ce que le support est 
constitue de microspheres, de microparticules de billes de latex, de 
polyphosphoglycans (PGLA) ou de polystyrene. 

12. Utilisation d'un conjugue selon la revendications 10 ou 11, pour 
15 rimmunisation d'individus infectes ou susceptibles d'etre infectes par le 

paludisme. 

13. Anticorps monoclonaux ou polyclonaux purifies reconnaissants 
specifiquement au moins une des polynucleotides, polypeptides et/ou conjugues 

20 definis aux revendications 1 a 11. 

14. Anticorps selon la revendication 13, caracterise en ce qu'ils sont 
humanises. 

25 15. Vecteur de clonage ou d'expression comprenant une sequence 
polynucieotidique selon Tune quelconque des revendications 1 £ 3. 

16. Un vecteur selon la revendication 15, dans lequel la dite sequence est 
incorpore dans un des sites non essentiel £ la replication dudit vecteur. 

30 

17. Un vecteur selon la revendication 15 ou 16, caract6ris6 en ce que ledit 
vecteur est choisi parmi les plasmides, les cosmides ou les phages. 
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18. Cellule hote comprenant un vecteur selon I'une quelconque des 
revendications 15 a 18. 

5 19. Cellule E.Coli recombinante choisie parmi les cellules depos6es a la 
C.N.C.M. le 23 Mai 2001 sous les numeros d'accession 1-2671 et I-2672. 

20. Composition immunogene comprenant: 

- au moins un des Elements suivants: des polynucleotides selon Tune 
10 quelconque des revendications 1 d 3, des polypeptides selon Tune 

quelconque des revendications 4 d 8, des conjugu6s selon la revendication 10 
ou 1 1 ; et 

- au moins un vehicule pharmaceutique acceptable. 

15 21. Composition immunogene selon la revendication 20 caract6ris6e en ce 
qu'elle contient de plus au moins un compose choisi dans le groupe constitue par 
I'alun, le QS21, le montanide, Tadjuvant SBAS 2 et I'adjuvant incomplet de Freund. 

22. Composition immunogene selon la revendication 20 ou 21, caracterisee en 
20 la molecule polypeptidique est adsorbe sur des microparticules. 

23. Composition immunogene selon Tune quelconque des revendications 20 £ 
22, dans laquelle ladite molecule polynucleotidique est sous forme d'ADN. 

25 24. Composition immunogene selon Tune quelconque des revendications 20 a 

23 caracteris6e en ce qu'elle comprend de plus au moins un epitope choisi dans 
le groupe constitue par: les proteines CS ( MSP-1, MSP-3, LSA-1.TRAP, STARP, 
SALSA, SALSA I, SALSA II et LSA-3. 

30 25. Composition immunogene selon Tune quelconque des revendications 20 d 

24 caracteris6e en ce qu'elle permet I'obtention de r6ponse cellulaire et/ou 
humorale in vivo et/ou in vitro. 
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26. Composition immunogene selon les revendications 24 ou 25, caract6ris6e 
en ce qu'elle permet la production d'interferon-y par des leucocytes de sujets 
immunises par des sporozoTtes irradtes. 

5 

27. Composition immunogene selon Tune quelconque des revendications 24 d 
26, caract§ris6e en ce qu'elle permet Tobtention d'une rgponse humorale IgG. 

28. Composition immunog6ne selon la revendication 27, caract6ris6e en ce 
10 qu'elle permet I'obtention de reponse humorale de type lgG1 ( lgG2, lgG3 et/ou 

lgG4. 

29. Composition immunogene selon Tune quelconque des revendications 20 d 
28, caracteris6e en ce qu'elle est capable d'induire, in vivo et in vitro, une 

1 5 protection par une infection d'epreuve par Plasmodium falciparum. 

30. Vaccin anti-palustre comprenant: 

- au moins un des Pigments suivants: des polynucleotides selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 3, des polypeptides selon I'une 

20 quelconque des revendications 4 a 8, des conjugu&s selon la 

revendication 1 0 ou 1 1 ; et 

- au moins un v6hicule pharmaceutique acceptable. 

31. Vaccin selon la revendication 30, caracterise en ce qu'il comprend de plus 
25 au moins un epitope choisi dans le groupe constitue par: les proteines CS, MSP- 

1, MSP-3, LSA-1.TRAP, STARP, SALSA, SALSA I, SALSA II et LSA-3. 

32. Composition pharmaceutique comportant d titre de substance active un ou 
plusieurs anticorps polyclonaux ou monoclonaux selon la revendication 13 ou 14, 

30 en association avec un v6hicule pharmaceutique acceptable. 
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33. Composition pharmaceutique selon la revendication 32, caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend de plus au moins un compost choisi dans le groupe constitue 
par I'alun, le QS21, le montanide, Padjuvant SBAS 2 et I'adjuvant incomplet de 
Freund. 

34. Utilisation d'au moins un des Elements suivants: polynucleotides selon 
Tune quelconque des revendications 1 d 3, polypeptides selon Tune quelconque 
des revendications 4 a 8, conjugues selon la revendication 10 ou 11; anticorps 
selon la revendication 13 ou 14; pour la fabrication d'un medicament destine au 
traitement du paludisme. 

35. Methode de diagnostic in vitro du paludisme chez un individu susceptible 
d'etre infecte par Plasmodium falciparum comprenant les etapes suivantes : 

a) la mise en contact, dans des conditions permettant une reaction 
immunologique, d'un tissu et/ou d'un fluide biologique preieve chez un 
individu susceptible d'etre infecte par Plasmodium falciparum avec un 
anticorps selon la revendication 13 ou 14 afin de permettre la formation 
de complexes immuns; et 

b) la detection in vitro des complexes immuns form6s.A 

36. Methode de diagnostic in vitro du paludisme chez un individu susceptible 
d'etre infecte par Plasmodium falciparum comprenant les etapes suivantes : 

a) la mise en contact, dans des conditions permettant une reaction 
immunologique, d'un tissu et/ou d'un fluide biologique preieve chez un 
individu susceptible d'etre infecte par Plasmodium falciparum au moins 
un des elements suivants: des polynucleotides selon Tune quelconque 
des revendications 1 3 3; des polypeptides selon Tune quelconque des 
revendications 4 & 8, des conjugues selon la revendication 10 ou 11; 
afin de permettre la formation de complexes immuns impliquant au 
moins une desdites conjugues et des anticorps eventuellement 
presents dans ledit tissu ou (edit fluide biologique; et 

b) la detection in vitro des complexes immuns eventuellement formes. 
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37. Methode selon la revendication 35, caracteris6e en ce qu'& l'6tape a), le 
tissu et/ou le fluide biologique est de plus mis en contact avec au moins un 
epitope choisi dans le groupe constitu§ par: les proline CS, MSP-1, MSP-3, 

5 LSA-1 .TRAP, STARP, SALSA, SALSA I, SALSA II ou LSA-3. 

38. Kit pour le diagnostic in vitro du paludisme comprenant les elements 
suivants : 

a) au moins un des elements choisi dans le groupe constitue par: les 
10 polynucleotides selon Tune quelconque des revendications 1 £ 3; les 

polypeptides selon Tune quelconque des revendications 4 a 8, les conjugu6s 
selon la revendication 10 ou 11; 

b) des reactifs pour la constitution du milieu propice a une reaction de liaison 
entre un echantillon § tester et au moins une des molecules definies en a); et 

15 c) des reactifs permettant la detection de complexes antigenes-anticorps 
produits par ladite reaction de liaison, ces reactifs pouvant egalement porter 
un marqueur ou etre susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un r6actif 
marque. 

20 39. Kit pour le diagnostic In vitro du paludisme comprenant les elements 
suivants : 

- des anticorps selon la revendication 13 ou 14; 

- des reactifs pour la constitution du milieu propice d une reaction de 
liaison entre un echantillon d tester et au moins un desdits anticorps; et 

25 - des reactifs permettant la detection de complexes antigenes-anticorps 

produits par ladite reaction de liaison, ces reactifs pouvant egalement 
porter un marqueur ou etre susceptibles d'etre reconnus a leur tour par 
un reactif marque. 

30 40. Le kit pour le diagnostic in vitro du paludisme selon la revendication 38, 
caracterise en ce qu'il comprend de plus au moins une molecule peptidique 
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choisie dans le groupe constitue par: les proteine CS f MSP-1, MSP-3, LSA- 
1.TRAP, STARP, SALSA, SALSA I, SALSA II et LSA-3. 



41. Kit pour le diagnostic in vitro du paludisme selon Tune quelconque des 
revendications 38 a 40, caracterise en ce qu'il comprend 6galement I'adjuvant 
SBAS2. 
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FIGURE 1 A: SEQ ID NO 1 (DG747) Format BLASTA 

1 GAATTCCATA TGCACGATTA CATATATGAT GATCGTATCT ACAATAATGA TAAAGAGAAA 

61 AATGTTATAA AAAGTGATAA TAAAAATGTT ATAAAAAGTG ATAATAAAAA TGATTATAAA 

121 AAGTGTAATA AAAATGTTAT AAAAAGTGAT AATAAAAATG TTATAAAAAG TGATAATAAA 

181 AATGTGGAAT TC 



FIGURE 1B: SEQ ID NO 2 (DG772) Format BLASTA 

1 GAATTCCCAG ATCCTCGAAG TAATGACCAA GAAGATGCTA CTGACGATGT TGTAGAAAAT 

61 AGTAGAGATG ATAATAATAG TCTCTCTAAT AGCGTAGATA ATCAAAGTAA TGTTTTAAAT 

121 AGAGAAGATC CTATTGCTTC TGAAACTGAA GTTGTAAGTG AACCTGAGGA TTCAAGTAGG 

181 ATAATGACTA CAGAAGTTCC AAGTACTACT GTAAAACCCC CTGATGAAAA ACGATCTGAA 

241 GAAGTAGGAG AAAAAGAAGC TAAAGAAATT AAAGTAGAAC CTGTTGTACC AAGAGCCATT 

301 GGAGAACCAA TGGAAAATTC TGTGAGCGTA CAGTCCCCTC CTAAGGAATT C 



FIGURE 1C: SEQ ID NO 3 (DG747) Format BLASTA 

1 EFHMHDYIYD DRIYNNDKEK NV IKS DNKNV IKSDNKNDYK KCNKNVIKSD NKNVIKSDNK 
61 NVEF 

FIGURE 1 D: SEQ ID NO 4 (DG772) Format BLASTA 

1 EFPDPRSNDQ EDATDDWEN SRDDNNSLSN SVDNQSNVLN REDPIASETE VVSEPEDSSR 
61 IMTTEVPSTT VKPPDEKRSE EVGEKEAKEI KVEPVVPRAI GEPMENSVSV QSPPKEF 

FIGURE 1E: SEQ ID NOs 5-8: 
SEQ ID NO 5: DNKNV 
SEQ ID NO 6: DNKND 
SEQ ID NO 7: DKEKNV 
SEQ ID NO 8: KS DNKNV 
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FIGURE 2A: Gene codant pour DG747 extrait de la base des donnees 
ggnome de clone 3D7 de Plasmodium falciparum (Gene PfB00155) 

En gris (fill, la sequence correspondent au clone DG747. La difference avec la sequence Issue 
de la souche 79.96 (positions 344, 357) est montrte en gras dans la sequence. 

5 

10 20 30 40 50 60 70 

I I I I I I I 

ATGAAGACGACAAAAGAAAATGACAATAATAACATAGTACATTATGTAGATTGGATAAACCAGATTTTTAAAAAGAAT 
MKTTKENDNNNIVHYVDWINQI FKKN 
10 • RRQKKMTIIT • YIM • IG • T R F L K R I 
E D D K R K • Q • • HSTLCRLDKPDF» KEF 

80 90 100 110 120 130 140 150 

I I I I I I I i 

15 TCTTTACAATGTGATTTATATTTTTTGGATGACAACAAAGAAAAAGATGTTAGTAAGAAAAGAAAAGCTCAATTGAAG 
SLQCDLYFLDDNKEKDVSKKRKAQLK 
LYNVIYI FWMTTKKKMLVRKEKLN • R 
F T M ■ FIFFG-QQRKRC* ♦EKKSSIEG 

20 160 170 180 190 200 210 220 230 

I I I I I I I I 

GATGAATATGATAATATATCAAGGAGCAAAGAAAATATTAATAATTCCAAAAAAATAAAAAATGAATTAAGTATAAAA 
DEYDNISRSKENINNSKKIKNELSIK 
MNMI IYQGAKKILI IPKK • KMN • V • K 
25 • I ■ • Y I K E Q R K Y • • F Q K N K K • I K Y K R 

240 250 260 270 280 290 300 310 

I I I I I I I I 
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10 




430 440 450 

I I I 

If AAAAGTGATAATAAAAATGTTATAAAAAGTGATTATAAAAGTGATGAT 
S D N K N V I KSDYKSDD 




15 470 480 490 500 510 520 530 540 

I I I I I I I I 

AGAAATGCTTGTGATATTTATAAAAGTAATAAAAAAAATGTTCCTGATAATTGCCATATATATGATGATAATAGTTCA 
RNACDI YKSNKKNVPDNCHI YDDNSS 
EMLVI FIKVIKKMFLI IAIYMMI IVQ 
20 KCL«YL»K»»KKCS"»LPYI"««»FS 



550 560 570 580 590 600 610 620 

I I I I I I I I 

GTTGAAAATTTAGATGGAAAAAATAAATTAAATAATATAAGGAACATACATAATGATAACTCATCTTCATGCGATATA 
25 VENLDGKNKLNNIRNIHNDNSSSCDI 
LKI •MEKIN , II •GTYIMITHLHAIY 
• K F R W K K » IK* YKEHT • • • L I F M R Y I 



630 640 650 660 670 680 690 700 

30 i i I I I I I l 

TCCGATATAAAAAGTGAAGATGAATATATAGAACCATATGAAAAAAAGAATGAAGAAAATATAAATGAATATAAGAAT 
SDIKSEDEYIEPYEKKNEENINEYKN 
PI K V K M N I • NHMKKRMKKI • M N I R I 

R Y K K • R • IYRTI •KKE*RKYK« I • E • 
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710 720 730 740 750 760 770 780 

I I I I I I I I 

AAGAAAAATATAGCCAATGAAAATATAAAAGAAGGAAAGAGTTCAATTTATAATGATGAACATAATTATAATTCATTA 
K KNIANENIKEGKSSIYNDEHNYNSL 
R K I • P M K I •KKERVQFIMMNIIIIHY 
E K Y S Q ■ KYKRRKEFNL* • • T • L • F I I 

790 800 810 820 830 840 850 

I I I I I I I 

TTATATAATTCTTGTAATGGTGAAATAAGTAAGATCAACAAAATAAGTAGTCATAATAATATTGATAATAATATGGAT 
LYNSCNGEISKINKISSHNNIDNNMD 
YIILVMVK-VRSTK-VVIIILIIIWI 
I*FL*W>NK*DQQNK-S<*Y> • • Y G • 

860 870 880 890 900 910 920 930 

I i I I I I I I 

AATTATAATACGTTTGCAAATGTGAATAATTTTATAATATATTCCTCAGATGATGAAGATAATATATCAAATTATTAT 
NYNTFANVNNFI IYSSDDEDNI SNYY 
IIIRLQM*IIL «YIPQMMKIIYQIII 
L*YVCKCE»FYNIFLR» •R'YIKLL - 

940 950 960 970 980 990 1000 1010 

I 1 I I I I I I 

AATGGTAAAGACGTATTAAATGATGAGATTATGTTCCCTATAAAATTTAATTTTGAAAAATTAAAAAAAAATATTTAT 
NGKDVLNDEIMFPIKFNFEKLKKNIY 
MVKTY*MMRLCSL*NLILKN # KKIFM 
W • R R I K ■ • D Y V P Y K I • F'KIKKKYLC 
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1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 

I I I I I I I I 

GTAATAGAGCATATAGACAAAATATATTATGATACATTTTTAAATAAAAATCCAAGTGAAAAAAGTGTTTTTATGAAT 
VIEHIDKIYYDT FLNKNPSEK5VFMN 
• • SI •TKYIMIHF" IKIQVKKVFL • M 
NRAYRQNIL* Y I F K • K S K ■ KKCFYE • 

1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 

I I ! I I I I I 

GATGAATCTACTGGTTATTTGAAAAATGATGTGAATGACAAATGTGTTGTTGATAATATAAATGTTATTAATCCTTCT 
PES TGYLKNDVN DKCVVDNI NV I N PS 
MNLLVI • K M M • M T N V L L I I - MLLILL 
• IYWLFEK'CE • Q M C C • • Y K C Y • S F • 

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 

I I I I I I I 

AGTGTGAATACGTTGAGTAATATTTCAAATATTAGGAATGAAAAAATAGAAAATAATAATAAGAATGAAAAATTAATA 
SVNTLSNISNI RNEKIENNNKNEKLI 
V • I R • VIFQILGMKK* KIIIRMKN* • 
CEYVE • YFKY • E • KNRK • • • E • K I N K 

1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320 

I I I I I I I I 

AAATCATATCCTACACAATCAAAAAATGTTATGAGTACATTTTCCTTTTGGAATATTGAAAAGGAGACATTTATAACA 
KSYPTQSKNVMSTFSFWNIEKET FIT 
NHI LHNQKML • VHFPFGILKRRHL • Q 
IISYTIKKCYEYIFLLEY • K GDIYNK 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 

I I I I 1 I I I 

AAACCTTTGTATGCACAAAATTTGAGAAAAAAACAATTTAGTTTATTAGATGAATCTGAAGAGATGATAAGAAATTAT 
KPLYAQ-NLRKKQFSLLDESEEMIRNY 
NLCMHKI ■ EKNNLVY*MNLKR # • E I I 
TFVCTKFEKKTI •FIR* I • RDDKKLF 
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1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 

I I I I I I I I 

TCATCTAATCAATATTCTATAAAATTTGTACCAAGACATTTATTATATGTAATGAGTCAAGTTGCTTCTCGATCCTTT 
SSNQYSIKFVPRHLLYVMSQVASRSF 
HLINIL • NLYQDIYYM* • VKL LLDPF 
I • SI FYKICTKTFIICNES, SCFSILF 

1490 1500 1510 1520 

I I i I 

TTTGATCCTTTATATAGAAAGCAGTTATTTTTTCGTTACTAA 
FDPLYRKQLFFRY » 
LILYIESSYFFVT 
• SFI-KAVIFSLL 
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Figure 2B: Gene codant pour DG772 extrait de la base des donnees genome 
de clone 3D7 de Plasmodium falciparum 

En gris (!§), la sequence correspondent au clone DG772. La difference avec la sequence issue 
de la souche T9.96 (position 3612)) est montrfe en gras dans la sequence. 

5 

10 20 30 40 50 60 70 

I I I I I I I 

ATGAAAGGGAAAATGAATATGTGTTTGTTTTTTTTCTATTCTATATTATATGTTGTATTATGTACCTATGTATTAGGT 
MKGKMNMCLFFFYSILYVVLCTYVLG 
10 • KGK • ICVCFFSILYYMLYYVPMY • V 
ERENEYVFVFFLFYI ICCIMYLCIRY 

80 90 100 110 120 130 140 150 

I I I I I I I i 
15 ATAAGTGAAGAGTATTTGAAGGAT^AGGCCCCAAGGTTTAAATGTTGAGACTAATAATAATAATAATAATAATAATAAT 
ISEEYLKERPQGLNVETNNNNNNNNN 
• VKSI-RKGPKV-MLRLIIIIIIIII 
K • RVFEGKAPRFKC • D 

20 160 170 180 190 200 210 220 230 

I I I I I I I I 

AATAATAGTAATAGTAACGATGCGATGTCTTTTGTAAATGAAGTAATAAGGTTTATAGAAAACGAGAAGGATGATAAA 
NNSNSNDAMS FVNEVIRFIENEKDDK 
IIVIVTMRCLL-MK* •GL"KTRRMIK 
25 ■ • • • •RCDVFCK # SNKVYRKREG • • R 

240 250 260 270 280 290 300 310 

I J I I I I I I 

GAAGATAAAAAAGTGAAGATAATATCTAGACCTGTTGAGAATACATTACATAGATATCCAGTTAGTTCTTTTCTGAAT 
30 EDKKVKI ISRPVENTLHRYPVSSFLN 
KIKK-R-YLDLLRIHYIDIQLVLF-I 
R*KSEDNI-TC»EYIT-ISS-FFSEY 
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320 330 340 350 360 370 380 390 

I I I I I I I I 

ATCAAAAAGTATGGTAGGAAAGGGGAATATTTGAATAGAAATAGTTTTGTTCAAAGATCATATATAAGGGGTTGTAAA 
IKKYGRKGEYLNRNS FVQRS YI RGCK 
5 SKSMVGKGNI • IEIVLFKDHI • G V V K 
QKVW-ERGIFE •K"FCSKIIYKGL*R 

400 410 420 430 440 450 460 

I I I I I I I 

10 GGAAAAAGAAGCACACATACATGGATATGTGAAAATAAAGGGAATAATAATATATGTATTCCTGATAGACGTGTACAA 
GKRSTHTWICENKGNNNICI PDRRVQ 
EKEAHIHGYVKIKGII IYVFLI DVYN 
KKKHTYMDM*K-RE* • Y M Y S • • T C T I 

15 470 480 490 500 510 520 530 540 

I I I I I I I I 

TTATGTATAACAGCTCTTCAAGATTTAAAAAATTCAGGATCTGAAACGACTGATAGAAAATTATTAAGAGATAAAGTA 
LCITALQDLKNSGSETTDRKLLRDKV 
Y V • QLFKI •KIQDLKRLI ENY • EIKY 
20 MYNSSSRFKKFRI • N D • • K I X K R • S X 

550 . 560 570 580 590 600 610 620 

I I I I I I I I 

TTTGATTCAGCTATGTATGAAACTGATTTGTTATGGAATAAATATGGTTTTCGTGGATTTGATGATTTTTGTGACGAT 
25 FDSAMYETDLLWNKYGFRGFDDFCDD 
LIQLCMKLICYGINMVFVDLMI FVTM 
• FSYV»N«FVME-IWFSWI*-FL*RC 

630 640 650 660 670 680 690 700 

30 | I I I I I I I 

GT AAAAAAT AGT TAT T TAG AT T ATAAAGAT G T TAT ATT T GG AACC G ATT T AGAT AAAAAT AAT AT AT C AAAG T T AGT A 
VKNSYLDYKDVIFGTDLDKNNISKLV 
. KIVI«IIKMLYLEPI»IKIIYQS - ■ 
K K * LFRL • RCYIWNRFR* K # YIKVSR 

35 
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710 720 730 740 750 760 770 780 

I I I I I I I I 

GAGGAATCATTAAAACGTTTTTTTAAAAAAGATAGTAGTGTACTTAATCCTACTGCTTGGTGGAGAAGGTATGGAACA 
EESLKRFFKKDSSVLNPTAWWRRYGT 
5 R N H • NVFLKKIVVYLILLLGGEGMEQ 
GIIKTFF'KR" -CT-SYCLVEKVWNK 

790 800 810 820 830 840 850 

1 I I I I I I 

10 AGACTATGGAAAACTATGATACAGCCATATGCTCATTTAGGATGTAGAAAACCTGATGAGAATGAACCTCAGATAAAT 
RLWKTMIQPYAHLGCRKPPENEPQIN 
DYGKL-YSHMLI • DVENLMRMNLR • I 
TMENYDTAICSFRM*KT • • E • T S D K • 

15 860 870 880 890 900 910 920 930 

I I I I 1 I ! I 

AGATGGATTCTGGAATGGGGGAAATATAATTGTAGATTAATGAAGGAGAAAGAAAAATTGTTAACAGGAGAATGTTCT 
RWI LEWGKYNCRLMKEKEKLLTGECS 
DGFWNGGNIIVD - • R R K K N C • QENVL 
20 MDSGMGEI • L # INEGERKIVNRRMFC 

940 950 960 970 980 990 1000 1010 

I I I I I I I I 

GTTAATAGAAAAAAATCTGACTGCTCAACCGGATGTAATAATGAGTGTTATACCTATAGGAGTCTTATTAATAGACAA 
25 VNRKKSDCSTGCNNECYTYRSLINRQ 
LIEKNLTAQPDVIMSVI PIGVLLI DK 
. . KKI • L L N R M • • •VLYL»ESY # • T K 

1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 

30 I I I I l I l l 

AGATATGAGGTCTCTATATTAGGAAAAAAATATATTAAAGTAGTACGATATACTATATTTAGGAGAAAAATAGTTC7UV 
RYEVSILGKKYIKVVRYTI FRRKIVQ 
DMRSLY»EKNILK-YDILYLGEK»FN 
I • GLYIRKKIY "SSTIYYI - EKNSS T 

35 



CA 02346968 2001-05-23 



68 

1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 

I I I I I I I I 

CCTGATAATGCTTTGGATTTTTTAAAATTAAATTGTTCTGAGTGTAAGGATATTGATTTTAAACCCTTTTTTGAATTT 
PDNALDFLKLNCSECKDI DFKPFFEF 
LIMLWIF • N • IVLSVRILILNPFLNL 
• • CFGFFKIKLF*V»GY • F • T L F • I • 

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 

) I I i I I I 

GAATATGGTAAATATGAAGAAAAATGTATGTGTCAATCATATATTGATTTAAAAATCCAATTTAAAAATAATGATATT 
EYGKYEEKCMCQSYI DLKIQFKNNPI 
NMVNMKKNVCVNHILI • KSNLKIMI F 
IW«I«RKMYVSIIY-FKNPI»K**YL 

1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320 

I I I I I I I I 

TGTTCATTTAATGCTCAAACAGATACTGTTTCTAGCGATAAAAGATTTTGTCTTGAAAAGAAAGAATTTAAACCATGG 
CS FKAQT DTVSSDKRFCLEKKEFKPW 

VHLMLKQILFLAIKDFVLKRKNLNHG 
FI»CSNRYCF«R-KILS-KERI • T M E 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 

I I I I I I I I 

AAATGTGATAAAAATTCTTTTGAAACAGTTCATCATAAAGGTGTATGTGTGTCACCGAGAAGACAAGGTTTTTGTTTA 
KCDKNS FETVHHKGVCVS PRRQGFCL 
NVI KILLKQFI IKVYVCHREDKVFV • 
M • K F F • NSSS • RCMCVTEKTRFLFR 

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 

I I I I I I I I 

GGAAATTTGAACTATCTACTGAATGATGATATTTATAATGTACATAATTCACAACTACTTATCGAAATTATAATGGCT 
GNLNYLLNDDI YNVHNSQLLIEI IMA 
EI • TIY # MMI FIMYIIHNYLSKL'WL 
KFELSTE • • Y L 9 C T ■ FTTTYRNYNGF 
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1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560 

I I I I I I I I 

TCTAAAC/^AGAAGGAAAGTTATTATGGAAAAAACATGGAACAATACTTGATAACCAGAATGCATGCAAATATATAAAT 
SKQEGKLLWKKHGTILDNQNACKYI N 
5 LNKKESYYGKNMEQYLITRMHANI • M 
• TRRKVIMEKTWNNT • • PECMQIYK* 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 

I I I I I t I 

10 GATAGTTATGTTGATTATAAAGATATAGTTATTGGAAATGATTTATGGAATGATAACAACTCTATAAAAGTTCAAAAT 
DSYVDYKDIVIGNDLWNDNNS IKVQN 
IVMLIIKI • LLEMIYGMITTL • K F K I 
. LC • L • R Y S Y W K • F M E • •QLYKSSK* 

15 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700 1710 

I I I I I I I I 

AATTTAAATTTAATTTTTGAAAGAAATTTTGGTTATAAAGTTGGAAGAAATAAACTCTTTAAAACAATTAAAGAATTA 

NLNLI FERNFGYKVGRNKLFKTI KEL 
I.I • FLKEILVIKLEEINSLKQLKN * 
20 FKFNF»KKFWL • SWKK*TL # N N • R I K 

1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 

I I t I I I I I 

AAAAATGTATGGTGGATATTAAATAGAAATAAAGTATGGGAATCAATGAGATGTGGAATTGACGAAGTAGATCAACGT 

25 KNVWWI LNRNKVWESMRCGI DEVDQR 
KMYGGY • IEIKYGNQ- D V E L T K • I N V 
KCMVDIK # K»SMGINEMWN* R S R S T ■ 

1800 1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 

30 I I I I I I I I 

AGAAAAACTTGTGAAAGAATAGATGAACTAGAAAACATGCCACAATTCTTTAGATGGTTTTCACAATGGGCACATTTC 
RKTCERI DELENMPQFFRWF5QWAH F 
EKLVKE ■ MN • KTCHNSLDGFHNGHIS 
KNL • KNR • TRKHATIL # MVFTMGTFL 

35 
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1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950 

I I I I I I I I 

TTTTGTAAGGAAAAAGAATATTGGGAATTAAAATTAAATGATAAATGTACAGGTAATAATGGAAAATCCTTATGTCAG 
FCKEKEYWELKLNDKCTGNNGKSLCQ 
5 FVRKKNIGN • N •MINVQVIMENPYVR 
L-GKRILGIKIK* • M Y R • •WKILMSG 

1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 

I I I I I I I 

10 GATAAAACATGTCAAAATGTGTGTACTAATATGAATTATTGGACATATACTAGAAAATTAGCTTATGAAATACAATCC 
DKTCQNVCTNMNYWTYTRKLAYEIQS 
IKHVKMCVLI • IIGHILEN "LMKYNP 
■ NMSKCVY»YELLDIY-KISL # NTIR 

15 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100 

I I I I i I I I 

GTAAAATATGATAAAGATAGAAAATTATTTAGTCTTGCTAAAGACAAAAATGTAACTACATTTTTAAAGGAAAATGCA 
VKYDKDRKLFSLAKDKNVTTFLKENA 
• NMIKIENYLVLLKTKM • L H F • RKMQ 
20 K I • ■ R • K I I •SC , RQKCNYIFKGKCK 

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 

f t I I I I i I 

AAAAATTGTTCTAATATAGATTTTACAAAAATATTCGATCAGCTTGACAAACTCTTTAAGGAAAGATGTTCATGTATG 
25 KNCSNI DFTKI FDQLDKLFKERCSCM 
KIVLI • ILQKYSISLTNSLRKDVHVW 
KLF • YRFYKNIRSA* QTL • GKMFMYG 

2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260 

30 I I I I I I i I 

GATACACAAGTTTTAGAAGTAAAAAACAAAGAAATGTTATCTATAGACTCAAATAGTGAAGATGCGACAGATATAAGT 
DTQVLEVKNKEMLSI DSNSEDATDIS 
I H K F • K • KTKKCYL - TQIVKMRQI - V 
YTSFRSKKQRNVIYRLK* • R C D R Y K • 

35 
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2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340 

I I I I I I I I 

GAGAAAAATGGAGAGGAAGAATTATATGTAAATCACAATTCTGTGAGTGTCGCAAGTGGTAATAAAGAAATCGAAAAG 
EKNGEEELYVNHNSVSVASGNKEIEK 
RKMERKNYM • ITIL-VSQVVIKKSKR 
EKWRGRI ICKSQFCECRKW • ■ R N R K E 

2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 

I I I I I 1 I 

AGTAAGGATGAAAAGCAACCTGAAAAAGAAGCAAAACAAACTAATGGAACTTTAACCGTACGAACTGACAAAGATTCA 
SKDEKQPEKEAKQTNGTLTVRTDKDS 
VRMKSNLKKKQNKLMEL • PYELTKIQ 
• G • KAT • KRSKTN • WN F N R T N •QRFR 

2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 

I I I I I I i I 

GATAGAAACAAAGGAAAAGATACAGCTACTGATACAAAAAATTCACCTGAAAATTTAAAAGTACAGGAACATGGAACA 
DRNKGKDTATDTKNS PENLKVQEHGT 

IETKEKIQLLIQKIHLKI • KYRNMEQ 
•KQRKRYSY • YKKFT • KFKSTGTWNK 

2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 

I I I I I I I I 

AATGGAGAAACAATAAAAGAAGAACCACCAAAATTACCTGAATCATCTGAAACATTACAATCACAAGAACAATTAGAA 
NGETIKEE PPKLPESSETLQSQEQLE 
MEKQ • KKNHQNYLNHLKHYNHKNN • K 
WRNNKRRTTKIT • II • NIT ITRTIRS 

2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640 2650 

I I I I I I I I 

GCAGAAGCACAAAAACAAAAACAAGAAGAAGAACCAAAAAAAAAACAAGAAGAAGAACC 

AEAQKQKQEEEPKKKQEEE PKKKQEE 
QKHKNKNKKKNQKKNKKKNQKKNKKK 
RSTKTKTRRRTKKKTRRRTKKKTRRR 
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2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730 

I I I I I I I I 

GAACAAAAACGAGAACAAGAACAAAAACAAGAACAAGAAGAAGAAGAACAAAAACAAGAAGAAGAACAACAAATAC^ 
EQKREQEQKQEQEEEEQKQEEEQQIQ 
5 NKNENKNKNKNKKKKNKNKKKNNKYK 
TKTRTRTKTRTRRRRTKTRRRTTNTR 

2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 

I I I I I I I 

10 GATCAATCACAAAGTGGATTAGATCAATCCTCAAAAGTAGGAGTAGCGAGTGAACAAAATGAAATTTCTTCAGGACAA 
DQSQSGLDQSSKVGVASEQNEI SSGQ 
INHKVD • I N P Q K • E • RVNKMKFLQDK 
SITKWIRSILKSRSSE »TK»NFFRTR 

15 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880 

I I i I I I.I I 

GAACAAAACGTAAAAAGCTCTTCACCTGAAGTAGTTCCACAAGAAACAACTAGTGAAAATGGGTCATCACAAGACACA 
EQNVKSS5PEVVPQETTSENGSSQDT 
N K T • KALHLK - FHKKQLVKMG HHKTQ 
20 TKRKKLFT # SSSTRNN* • KWVITRHK 

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 

I I I I I I I I 

AAAATATCAAGTAC TGAACCAAATGAGAAT TCTGTTGTAGATAGAGCAACAGATAGTATGAATT TAGATCCTGAAAAG 
25 KISSTEPNENSVVDRATDSMNLDPEK 
KYQVLNQMRILL - I E Q Q I V • I • ILKR 
NIKY-TK»EFCCR-SNR-YEFRS-KG 

2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040 

30 I I I I I I I I 

GTTCATAATGAAAATATGAGTGATCCAAATACAAATACTGAACCAGATGCATCTTTAAAAGATGATAAGAAGGAAGTT 
VHNENMSDPNTNTEPDASLKDDKKEV 
FIMKI •VIQIQILNQMHL • K M I R R K L 
S - »KYE 'SKYKY* TRCIFKR* • E G S • 

35 
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3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120 

I I 1 I I I I I 

GATGATGCCAAAAAAGAACTTCAATCTACTGTATCAAGAATTGAATCTAATGAACAGGACGTTCAAAGTACACCACCC 
DDAKKELQSTVSRIESNEQDVQSTPP 
5 MMPKKNFNLLYQELNLMNRT FKVHHP 
•CQKRTSIYCIKN-I - • TGRSKYTTR 

3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 

I I I I I I I 

10 GAAGATACTCCTACTGTTGAAGGAAAAGTAGGAGATAAAGCAGAAATGTTAACTTCTCCGCATGCGACAGATAATTCT 
EDT PTVSGKVGDKAEMLTSPHATDNS 
KI LLLLKEK* EIKQKC • LLRMRQI IL 
RYSYC • R K S R R • SRNVNFSACDR* F • 



15 3200 3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 

I I I I I I 1 I 

GAGTCGGAATCAGGTTTAAATCCAACTGATGACATTAAAACAACTGATGGTGTTGTTAAAG7VACAAGAAATATTAGGG 
ESESGLNPTPDIKTTDGVVKEQEILG 
SRNQV • IQLMTLKQLMVLLKNKKY • G 
20 VGIRFKSN • • H«NN*WCC • RTRNIRG 

3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 

I I I I I I I I 

GGAGGTGAAAGTGCAACTGAAACATCAAAAAGTAATTTAGAAAAACCTAAGGATGTTGAACCTTCTCATGAAATATCT 
25 GGESATETSKSNLEKPKDVEPSHEIS 
EVKVQLKHQKVI • KNLRMLN LLMKYL 
R«KCN*NIKK« FRKT «GC»TFS 'NI • 

3360 3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 

30 I I l I I I I I 

GAACCTGTTCTTTCTGGTACAACTGGTAAAGAAGAATCAGAGTTATTAAAAAGTAAATCGATAGAGACGAAGGGGGAA 
EPVLSGTTGKEESELLKSKSIETKGE 
NLF FLVQLVKKNQSY • KVNR • RRRGK 
TCS FWYNW ■ RRIRVI KK* I DRDEGGN 

35 
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3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3900 

I I I I I I I I 

AATGATACACACAGAGGAAATATCAGTGAAAAGGATTTAATCGATATTCATTTGTTAAGAAATGAAGCGGGTAGTACA 
NDTHRGNISEKDLIDIHLLRNEAGST 
5 MIHTEEISVKRI'SIFIC'EMKRVVQ 

• YTQRKYQ-KGFNRYSFVKK- SG-YN 

3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970 

1111(11 
10 ATATTAGATGATTCTAGAAGAAATGGAGAAATGACAGAAGGTAGCGAAAGTGATGTTGGAGAATTACAAGAACATAAT 
I LDDSRRNGEMTEGSESDVGEL QEHN 
Y»MILEEMEK« QKVAKVMLENYKNII 
I R • F«KKWRNDRR # RK»CWRITRT»F 

15 3980 3990 4000 4010 4020 4030 4040 4050 

I I I I I I I I 

TTTAGCACACAACAA7U\AGATGAAAAAGATTTTGACCAAATTGCGAGCGATAGAGAAAAAGAAGAAATTCAAAAATTA 
FSTQQKDEKDFDQIASDREKEE IQKL 
LAHNKKMKKI LTKLRAI EKKKKFKNY 
20 ■ HTTKR* K R F • P N C E R • RKRRNSKIT 

4060 4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130 

I I I I I I I I 

CTTAATATAGGACATGAAGAGGATGAAGATGTATTAAAAATGGATAGAACAGAGGATAGTATGAGTGATGGAGTTAAT 
25 LNIGHEEDEDVLKMDRTEDSMS DGVN 
LI • DMKRMKMY • KWIEQRIV • VMELI 

• YRT«RG*RCIKNG*NRG # YE«WS # • 

4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200 4210 

30 i I I I I I I l 

AGTCATTTGTATTATAATAATCTATCAAGTGAAGAAAAAATGGAACAATATAATAATAGAGATGCTTCTAAAGATAGA 
SHLYYNNLSSEEKMEQYNNRDASKDR 
VICIIIIYQVKKKWNNIIIEMLLKIE 
S F V L ■ ■ S I K • R K N G T I • • • R C F • R • R 
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4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 

I I I I I I I I 

GAAGAAATATTGAATAGGTCAAACACAAATACATGTTCTAATGAACATTCATTAAAATATTGTCAATATATGGAAAGA 
EEILNRSNTNTCSNEHSLKYCQYMER 
5 KKY • IGQTQIHVLMNIH •NIVNIWKE 
R N I E • VKHKYMF • •TFIKILSIYGKK 

4300 4310 4320 4330 4340 4350 4360 

1)11111 
10 AATAAGGATTTATTAGAAACATGTTCTGAAGACAAAAGGTTACATTTATGTTGTGAAATATCAGATTATTGTTTAAAA 
NKDLLETCSEDKRLHLCCEISDYCLK 
IRIY • KHVLKTKGYIYVVKYQIIV • N 
• GFIRNMF • RQKVTFML • NIRLLFKI 

15 4370 4380 4390 4400 4410 4420 4430 4440 

I I I I I I I I 

TTTTTCAATCCTAAATCGATAGAATACTTTGATTGTACACAAAAAGAATTTGATGACCCTACATATAATTGTTTTAGA 
FFNPKSI EYFDCTQKEFDDPTYNCFR 
FSI L N R • NTLIVHKKNLMTLH I IVLE 
20 FQS*IDRIL»LYTKRI» • P Y I • L F ■ K 

4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 

I I I I I I I I 

AAACAAAGATTTACAAGTATGTCATGTTATAAAATTAAAAACAATATACATTAATATGTTAATAAAAAAAATAATATA 
25 K Q R F T S MSCYKIKNNIH • YVNKKNN I 
NKDLQVCHVIKLKTIYINMLIKKI IY 
TKIYKYVML B N • KQYTLIC* • K K • Y I 

4530 4540 4550 4560 4570 4580 4590 4600 

30 I I I I I I I I 

TTTTTTTCTCTTTTTCTTTTTTTTTAATAGGTATGCATTATATTGCCGGGGGTGGTATAATAGCCCTTTTATTGTTTA 
FFSLFLFF - •VCIILPGVV* • P F Y C L 
FFLF FFFFNRYALYCRGWYNS P FI VY 
FFSFSFFLIG MHYIAGGGI IALLLFI 
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4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680 

I I I I I I I I 

TTTTAGGTTCAGCCAGCTATAGGAAGAATTTGTAAGAAAAAAAGGATGAAGAAATATAAACAAAAATATAAATATATG 
F • VQPAIGRICKKKRMK KYKQKYKYM 
FRFSQL • EEFVRKKG • RNINKNINIC 
LGSASYRKNL » EKKDEEI • T K I • I Y A 



4690 4700 4710 4720 4730 4740 4750 

I I I I I I I 

CATATATATTTAAGTATTATAAGAACATATATATAAATAAATATGTATATTTTTATTTTATTATTATAGGGATGATGA 
HIYLSIIRTYI • INMYIFILLL»G • • 
IYI • V L • E H I Y K • I C I F L F Y Y Y R DDE 
YIFKYYKNIYINKYVYFYFIIIGMMK 



4760 4770 4780 4790 4800 4810 4820 4830 

I I I I I I I I 

AAAAGGATTCTACGATTCTAATTTAAATGATTCTGCTTTTGAATATAATAATAATAAATATAATAAATTACCTTATAT 

K R I L R F • F K • F C F • I • ■ • ■ I • ■ I T L Y 

KGFYDSNLNDSAFEYNNNKYNKLPYM 
KDSTILI -MILLLNIIIINIINYLIC 

4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900 4910 

j I I 1 I I > 

GT GTAAGGAAAAAACTAAAAAACAAAAAT^AAAAAAAAATATATATATATATATATATATTTACGGATGCATTTCCACA 
V»GKN*KTKKKKNIYIYIYIYGCIST 
CKEKTKKQKKKKIYIYI YIFTDAFPH 
VRKKLKNKKKKKYIYIYI YLRMHFHI 



4920 4930 4940 4950 4960 4970 4980 4990 

I 1 I I I I I I 

TTCCTATTATTTCTTATTCTTATAATTTTTATTATTTATTTATTTATTTTTTTTTTTCGTAG T T GAT C AAC AAAT AAA 
FLLFLILIIFIIYLFI FFFRS - STNK 
SYYFLFL-FLLFIYLFFFF V V D Q Q I N 
PII SYSYNFYYLFIYFFFS • LINK* M 



35 
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5000 5010 5020 5030 5040 505O 

I I I I I I 

TGTAGTAAATTCTGATTTATATTCGGAGGGTATTTATGATGACACAACGACATTTTAA 
CSKF»FIFGGYL» • 
VVNSDLYSEGIYDDTTTF* 
• • ILIYIRRVFMM 
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Figure 3.1 

Representation schSmatique des proteines correspondantes aux DG747 (a) et 
DG772(b). 

Les fleches noires indiquent la localisation des amorces utilisees pour 1'etude de 
la conservation des fragments 

Les fleches rouges indiquent les amorces utilisees dans la reaction RT-PCR. 
a: la partie hachur^^ndique la region r6petitive. 
b: les djsyx regionsconsensus 5'cys et 3'cys sont indiqu6es sur le gene. 
La partie ejnpointiltes repr&ente les regions transmembranaires et non- 
transcrites supposes. 
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Figure 3 2 

IFATs des stades sporozoTtes et sanguins de P. falciparum et des 
sporozoTtes de P. yoelii avec les anticorps anti-747 ou anti-772 
A, B: sporozoTte de P.falciparum(A) ou P. yoelii (B) marque au anti- 
747 ou anti-772; C,D: stade sanguin asynchrone marque au anti-747 
(C) ou au anti-772 (D), a, t, s: formes anneaux, trophozoites ou 
schizontes, respectivement. 
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Figure 3-3 

Western blots de P. falciparum , P. yoe/ii et P. &erg/ie * utilisant des anticoips and His 6 - 
747(a) etantiHis 6 -772(b). 

1: P. falciparum sporozoTtes; 2: P. falciparum stade sanguin formes anneaux; 3: P. 
falciparum stade sanguin formes schizontes; 4: surnageant de culture asynchrone; 5: 
Globules rouges humains; 6: P. yoelii sporozoTtes; 7: P. yoelii stade sanguin; 8: P. berghei 
stade sanguin; 9: Globules rouges de souris 
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Figure 3.4 

PCR d' ADN de 12 souches differentes avec des amorces specifiques de 
DG747 (a) et DG772 (b). Le contrdle est un gene constitutiX le PCNA 
(c) [Kilbey, 1993 #519] 

Les ADN utilises stmt issus des souches (puits I a 14, de gauche a 
droite) : 

NF54, Bl, F32, D7, D25, D28, D41, D50, D51, HI, LI, Mad20, T9.96, 
PA. Le puit 1 5 ne contient pas d' ADN. La taille du produit PCR, 
con-espondant k celle attendue est indiquee a cot6 des flfeches. 
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Figure 3.5 

Prevalence des rtponses humorales contre HiSg-747 (a) et His 6 
groupes d'§ge et dans deux zones d*end6mie differentes 



r 772 



(b) dans deux 
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Figure3.6 , , . , . .' 

Reponses cellulaires contre His r 747 et ru S< -772 chez des humains et des chimpanzes immunises 
avec des sporozoites irradies. Pour une recapitulation des reponses contre tous les antigenes voir 
chapitre 4, figure 4.5. 

a : Detection par Elispot de la secretion-d'IFN-y de cellules provenant d'humams immunises par 
des sporozoites irradies; b : reponses cellulaires des chimpanzes immunises par des sporozoiftes 
irradies, detectes par stimulation de proliferation de lymphocytes T et secretion d'lFN-y (par 
dosage et Elispots). 

I.S. Index de stimulation, Ul : Unites Internationales ; LC Leucocytes (cellules mononucl6es du 
sang peripherique). His 6 -729, PC-pGEX : Recombinants appartenant a la proteine LSA3 ; pGEX 
proteine GST. Les valeurs seuils sont indiquees par une droite horizontale sur le graphe. 
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Distribution des isotypes d'IgG dans les reponses humorales contre rfiV747 et His 6 - 
772 d'individus exposes differentieUement au paludisme. ISS : Volontaires immunises 
avec des sporozoltes irradies ; SHI : Serum hyper-immun ; Transfusion : Serum de 
persbnnes ayant contracte un paludisme par transfusion de sang infect*. Les taux de 
reponses detectes en ELISA sont representes par rapport aux taux d'IgG total obtenus. 
L'ecart type est indique sur le graphe. 
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772 SB 772 micro 772HisIFA 772Vical 



Antigfcne 

S^efhumorales de souris immunise* avec quatre fonnuladons de la 
proteine recombinante. a: reponses ami-747; b: ^P^^ 7 ? 2 ' 
SB- avec l'adjuvant SBS2A ; micro: recombinant adsorbe sur des 
Sr^dS ; IFA : Adjuvant incomplet de Freund ; Vi: Sous forme d ADN 
dans le vecteur VR1020 en PBS . 



